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POVZETEK 
Nosna aplikacija velja za neinvaziven in preprost način dostave učinkovin, s katero se 
izognemo metabolizmu prvega prehoda peroralno apliciranih zdravil. Pri napovedovanju in 
vitro-in vivo korelacij imajo pomembno vlogo in vitro celični modeli, ki so uporabna in 
etična metoda za preučevanje načinov transporta, študije permeabilnosti in toksičnosti 
spojin. Namen našega dela je bil izmeriti permeabilnost nekaterih učinkovin za lokalno 
zdravljenje nosne sluznice v apikalno-bazolateralni smeri in ovrednotiti vpliv formulacije 
na njihovo permeabilnost. Kot model nosnega epitelija smo uporabili celični liniji RPMI 
2650 in Calu-3 nosnega in pljučnega izvora. Ob gojenju na meji med zrakom in tekočino 
tvorita tesen epitelij, ki sovpada s karakteristikami humanega nosnega epitelija. Celice smo 
gojili po optimiziranem postopku na polprepustnih membranah. Rast celic smo spremljali 
pod invertnim svetlobnim mikroskopom. Ustrezno integriteto celičnega sloja smo potrdili z 
merjenjem transepitelijske električne upornosti ter prehajanjem paracelularnega 
označevalca lucifer rumeno. Izmerjeno permeabilnost smo izrazili z navideznim 
koeficientom permeabilnosti (Papp). Dokazali smo, da ob enaki sestavi formulacije dostavni 
sistem ne vpliva na permeabilnost. Razlika v učinkovitosti med kapljicami in pršilom za 
nos se izkaže šele ob uporabi in vivo zaradi drugačne porazdelitve zdravila na nosni 
sluznici. Potrdili smo, da jakost zdravila v enakem vehiklu za učinkovine s pasivnim 
transportom ne vpliva na permeabilnost. S primerjavo netretiranih formulacij z redčenimi 
formulacijami, standardnimi raztopinami in drugimi formulacijami smo pokazali vpliv 
formulacije na permeabilnost. Ob razredčitvi raztopin je prišlo do zmanjšanja 
koncentracije učinkovine in pomožnih snovi, kar lahko privede do upada ali dviga 
permeabilnosti, ki je lahko posledica spremembe topnosti ali ioniziranega deleža 
učinkovine, spremembe pH, gostote ali viskoznosti formulacije, spremembe zasičenosti 
transporterjev ali manjšega vpliva pomožnih snovi na celično membrano. Pokazali smo, da 
je obseg absorpcije učinkovin nižji, kadar so učinkovine v obliki suspenzije, kot v obliki 
raztopine. Kljub temu so suspenzije zaradi podaljšanega zadrževanja na nosni sluznici in 
manjšega pojava neželenih učinkov prva izbira dostavnega sistema kortikosteroidih 
učinkovin in vivo. Preiskovane spojine smo klasificirali kot dobro ali slabo permeabilne in 
dokazali, da nimajo toksičnega učinka na respiratorna celična modela.  
Ključne besede: celični model RPMI 2650, celični model Calu-3, dihalni epitelij, 
permeabilnost, nosne formulacije, pBCS, citotoksičnost. 
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ABSTRACT 
Nasal cavity represents a simple non-invasive route for administration of drugs with local 
or systemic effect, which bypasses the first-pass metabolism of oral drugs. Cell models are 
simple and useful tools for studying in vitro-in vivo correlations, drug permeability, 
mechanisms of transport and cytotoxicity. The aim of our research was to measure the 
permeability of locally active drugs for local treatment of the nasal mucosa in the apical-
basolateral direction and to evaluate the effect of the formulation on their permeability. 
Widely used cell models of nasal epithelium are RPMI 2650 and Calu-3 cell lines which 
originate from nasal and pulmonary carcinoma epithelium, respectively. When cultured 
under air-liquid conditions, they form an epithelium very similar to human nasal mucosa. 
Cells were grown on a semipermeable membrane. During cultivations, growth and 
formation of cell layers were monitored with the invert light microscopy. Adequate cellular 
integrity was confirmed by a measurement of transepithelial electrical resistance and 
permeability of the paracellular marker Lucifer Yellow. Permeability of substances was 
expressed with apparent permeability coefficient Papp. We demonstrated that the different 
dosage systems of the same formulation composition (e.g. nasal drops and spray) do not 
affect the permeability. The strength of the drug formulation in the same vehicle does also 
not affect the permeation for drugs with passive transport mechanism. By comparing the 
untreated formulations with formulation dilutions and standard solutions and other 
formulations with same active ingredient, the effect of the formulation was demonstrated. 
Different formulation composition or dilution of samples can result in different 
concentration of active substance and/or excipients. This leads to the decrease or increase 
in permeability, which may occur due to a changed solubility and degree of the ionized 
form of substance, change in the pH, density or viscosity of the formulation, changes in the 
saturation of drug transporters and the effect of excipients on the cell membrane structure. 
The difference between suspensions and solutions was observed. Despite the lower 
absorption extent, the suspensions are the choice of corticosteroids delivery system due to 
prolonged retention in the nasal mucosa and reduced occurrence of side effects. Moreover, 
the compounds were classified as good or poorly permeable and exhibited no toxic effect 
on respiratory cell models. 
Key words: cell model RPMI 2650, cell model Calu-3, respiratory epithelium, 
permeability, nasal formulations, pBCS, cytotoxicity 
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SEZNAM OKRAJŠAV IN TERMINOV 
 A-B  
A-L  
AMEM 
ADP 
An 
ATC 
 
ATP 
BCS 
 
BZK 
CŽS 
D0 
DMSO 
Dn 
DP 
FBS 
GIT 
HBSS 
HCl 
HEPES 
iBCS 
INN 
(L)ADME 
 
LDH 
L-L 
LY 
pBCS 
P-gp 
 
apikalno-bazolateralna 
air-liquid – zrak-tekočina 
Advanced Minimum Essential Medium 
adenozin 5´-difosfat 
Absorption number – absorpcijsko število 
Anatomical Therapeutic Chemical Classification System –         
anatomsko-terapevtsko-kemični klasifikacijski sistem 
adenozin 5´-trifosfat 
Biopharmaceutical Classification System – biofarmacevtski 
klasifikacijski sistem 
benzaklonijev klorid 
centralni živčni sistem 
Dose number – dozirno število 
dimetilsulfoksid 
Dissolution number – disolucijsko število 
delovni pufer 
Fetal Bovine Serum – fetalni serum goveda 
gastrointestinalni trakt 
Hanks’ Balanced Salt Solution 
hidroklorid 
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina 
Inhalation Biopharmaceutical Classification System 
International Nonproprietary Name – nelastniško ime zdravila 
Liberation, Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion – 
sproščanje, absorpcija, porazdelitev, metabolizem in izločanje 
laktat dehidrogenaza 
liquid-liquid – tekočina-tekočina 
Lucifer yellow – lucifer rumeno 
Pulmonary Biopharmaceutical Classification System 
P-glikoprotein 
 
X 
 
Papp 
 
PET 
STD 
TAA 
TEER 
 
ZU 
The apparent permeability coefficient – navidezni koeficient 
permeabilnosti 
polietilentereftalat 
standardna deviacija 
triamcinolon acetonid 
Transepithelial Electrical Resistance – transepitelijska električna 
upornost 
zdravilna učinkovina 
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1 UVOD 
1.1 Celične kulture 
In vitro (lat. 'izven živega organizma') gojenje celičnih kultur je metoda, pri kateri celice 
gojimo v umetnem, kontroliranem okolju izven izvornega organizma. Strogo nadzorovano 
okolje omogoča omejitev vplivov zunanjega okolja in izvornega organizma, omogoča 
podroben vpogled v fiziološko dogajanje celice in pridobitev konsistentnih in ponovljivih 
rezultatov [1]. Celične kulture dihalnega epitelija prištevamo med adherentne epitelijske 
celične kulture. Za dolgotrajno gojenje se uporabljajo trajne celične linije. Te lahko gojimo 
v več pasažah, saj rastejo neskončno dolgo. Čeprav lahko izgubijo nekatere izvorne 
karakteristike primarnih celičnih linij, se zaradi ugodne dolgotrajne rasti in podobnosti 
primarnim celičnim linijam v praksi uporabljajo najpogosteje [1]. Celične kulture so danes 
nepogrešljiv del raziskovalnega dela, farmacevtske industrije in laboratorijske diagnostike 
[1–4]. V študijah permeabilnosti učinkovin predstavljajo hitro, etično in cenovno ugodno 
metodo napovedovanja ocene biološke uporabnosti na osnovi prehajanja skozi različne 
farmakološke bariere [5]. 
1.2 In vitro modeli celičnih kultur nosnega epitelija 
Izvorno tkivo človeškega nosnega epitelija je najbolj primeren model za uporabo v 
raziskavah na številnih področjih, saj najbolje rekonstruira pogoje in vivo. Pridobimo ga 
lahko relativno enostavno, in sicer med operacijo nosu in drugimi posegi. Glavna omejitev 
metode je število pridobljenih celic iz človeškega nosnega tkiva (100–500 celic), ki ne 
zadostuje za pridobitev celične kulture z visoko gostoto (1–3 × 106 celic/cm2), potrebne za 
študije transporta in metabolizma [6]. Takšne kulture so kratkožive in heterogene, 
pojavljajo se velike razlike med posameznimi darovalci, pogosta je kontaminacija kultur s 
patogeni. Možne so le 2 do 3 subkultivacije primarne celične kulture [7, 8]. Zaradi 
podaljšane življenjske dobe, boljše proliferacije in večje homogenosti se danes uporabljajo 
celične linije, ki izvirajo iz karcinomov epitelija [9]. Med najpogosteje uporabljane 
epitelijske celične linije nosnega izvora prištevamo RPMI 2650 humanega izvora, BT 
govejega izvora in NAS 2BL podganjega izvora [6]. Nosni epitelij je morfološko in 
funkcijsko podoben respiratornemu epiteliju spodnjih dihalnih poti [6], zato se kot 
alternativna celična linija humanega izvora uporablja tudi celična linija Calu-3 [10]. 
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1.2.1 Celična linija RPMI 2650 
Celična linija RPMI 2650 izvira iz nazalnega anaplastičnega ploščatoceličnega karcinoma 
nosnega septuma. V kulturi tvori polariziran večskladen epitelij, ki je podoben nosni 
sluznici. Celice so v kulturi rahlo sploščene, imajo okroglo obliko in rastejo v skupkih. 
Pogoji gojenja zelo vplivajo na celično ultrastrukturo, integriteto in izražanje genov [11]. 
Ugotovljeno je bilo, da je za dobro diferenciacijo ključnega pomena gojenje celic v pogojih 
zrak-tekočina ali, krajše, A-L pogojih (ang. air-liquid) [11, 12]. Celična linija je 
primerljiva z navadno nosno sluznico glede produkcije mukusa, celične integritete in 
doseganja podobnih vrednosti transepitelijske električne upornosti ali TEER (ang. 
Transepithelial Electrical Resistance) [13–15]. Izmerjene vrednosti TEER so v primeru 
gojenja v A-L pogojih višje v primerjavi s celicami, gojenimi v pogojih tekočina-tekočina 
ali L-L pogojih (ang. liquid-liquid), in dosegajo podobne vrednosti kot normalen nazalni 
epitelij. Problemi, na katere lahko naletimo med gojenjem, so slaba celična diferenciacija, 
pomanjkanje polarizacije in slaba tvorba tesnih stikov. To se kaže v padcu izmerjene 
TEER [11, 16, 17]. Raziskave so pokazale, da lahko kljub pomanjkljivostim dobimo 
uporabne in ponovljive rezultate, kadar celice gojimo v A-L pogojih. Celice takrat tvorijo 
več celičnih skladov v primerjavi z gojenjem v L-L pogojih in izražajo več proteinov 
tesnih (ZO-1, okludin, klaudin-1) in adherentnih stikov (E-kadherin in β-katenin) [11].  
1.2.2 Celična linija Calu-3 
Celična linija Calu-3 je dobro karakterizirana humana epitelijska linija pljučnega adenoma 
submukoznih žlez [18]. Številne študije so pokazale, da je gojenje na meji med tekočino in 
zrakom najprimernejši način kultivacije te celične linije [19–21]. Ohranijo se številne 
morfološke lastnosti bronhialnega epitelija, ki in vivo predstavlja bariero med vdihanim 
zrakom in tkivom oziroma krvjo [22, 23]. Ohranjena je sposobnost izločanja podobne 
apikalne tekočine, produkcije mukusa in izražanja proteinov, ki jih lahko opazimo v 
primarnih celicah. Na površini celic so prisotni številni mikrovili, ne pa tudi migetalke. 
Medcelični stiki so dobro razviti. Izražajo se proteini tesnih (okludin) in adherentnih stikov 
(E-kadhedrin). Dobro izraženi in premreženi so tudi epitelijsko specifični intermediarni 
filamenti (citokeratin 7) [21, 23–25]. Celice ob gojenju na ploščah z inserti s polprepustno 
membrano tvorijo enoskladen kubični do visokoprizmatski epitelij, ki je značilen za 
normalen dihalni epitelij. Na nekaterih mestih epitelij prehaja v večskladen, manj 
diferenciran epitelij papilarnega fenotipa, ki je značilen za adenokarcinom. Vzpostavljen 
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model ima podobne lastnosti kot normalen človeški dihalni epitelij s podobno 
permeabilnostjo, zato predstavlja ustrezno fizično in biokemijsko bariero za prenos snovi 
[18, 21, 23, 24]. Tvorba polariziranega monosloja z dobro razvitimi tesnimi stiki v A-L 
pogojih se odraža v izmerjenih vrednostih TEER, ki so podobne vrednostim, izmerjenim 
pri normalnem bronhiolarnem epiteliju. Zaradi vseh omenjenih lastnosti uporabljamo 
celično linijo kot in vitro model bronhialne sluznice za napovedovanje obsega absorpcije 
zdravilnih učinkovin (ZU), študije permeabilnosti, presajanje potencialnih kandidatov 
zdravil in kot model za testiranje številnih zdravilnih in pomožnih snovi pri razvoju zdravil 
[21, 23–25]. 
1.2.3 Okužba celičnih kultur z mikoplazmami 
Mikoplazme prištevamo med najmanjše in preproste prokarionte. Že dolgo jih 
prepoznavamo kot ene izmed najpogostejših okužb celičnih kultur. Ker imajo omejeno 
kapaciteto biosinteze, so za svoj obstoj odvisne od gostitelja in njegovih hranilnih snovi. V 
okuženih celičnih kulturah tekmujejo za hranila v mediju, kar lahko negativno vpliva na 
rast in razvoj celic. Zavedati se je treba, da lahko okužba z različnimi vrstami mikoplazem 
v različnih celičnih linijah povzroči različen obseg in vrsto sprememb, od skoraj 
nezaznavnih do takih, ki lahko privedejo do smrti celične kulture. Na to vplivajo pogoji 
gojenja ter obseg in čas prisotnosti okužbe [26, 27]. Kljub vsemu lahko ostane okužba z 
mikoplazmami dolgo neodkrita, saj velikokrat ne opazimo vidnih sprememb na celicah. 
Hiter in enostaven test za dokazovanje prisotnosti živih mikoplazem v celični kulturi 
izkorišča delovanje specifičnih encimov mikoplazem, ki se sprostijo po lizi celic. Encimi 
reagirajo s substratom, pri čemer pride do pretvorbe ADP v ATP. Porast ATP izmerimo z 
merjenjem luminescence pred dodatkom substrata in po njem. V kolikor mikoplazme niso 
prisotne, po dodatku substrata ne zaznamo porasta ATP. ATP vstopa v reakcijo z 
luciferazo, ki ob prisotnosti magnezijevih ionov Mg2+ sprosti svetlobo, ki jo nato 
izmerimo. Porast svetlobe je premosorazmeren koncentraciji nastalega ATP. Poteka 
naslednja bioluminiscenčna reakcija: 
𝐴𝑇𝑃 + 𝐿𝑢𝑐𝑓𝑒𝑟𝑖𝑛 + 𝑂2 → 𝑂𝑘𝑠𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖𝑓𝑒𝑟𝑖𝑛 + 𝑃𝑃1 + 𝐶𝑂2 + 𝑠𝑣𝑒𝑡𝑙𝑜𝑏𝑎 
Prisotnost mikoplazem ovrednotimo s primerjavo luminescence, izmerjene pred dodatkom 
substrata in po njem [26]. 
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1.2.4 LDH test citotoksičnosti 
Citotoksičnost je pojav, pri katerem pride zaradi delovanja in prisotnosti kemičnih spojin 
ali posredovanja efektorskih celic do toksičnega delovanja in posledične poškodbe ali 
uničenja celic. Igra pomembno vlogo v predkliničnih fazah razvoja zdravil, saj je iz 
formulacij treba izključiti snovi in spojine, ki bi lahko poškodovale ali uničile človeške 
celice [28]. Pri našem delu smo potencialno citotoksičnost intranazalnih formulacij 
ocenjevali z LDH testom. Gre za preprost, zanesljiv in enostaven kvantitativen 
kolorimetričen test, ki se lahko uporablja za oceno citotoksičnosti kemičnih spojin ali 
celično posredovane citotoksičnosti. Test temelji na merjenju aktivnosti znotrajceličnega 
encima laktat dehidrogenaza (LDH). Encim se zaradi zvečane prepustnosti celične 
membrane ob celični poškodbi ali smrti sprosti v celični medij. Prisotnost LDH v mediju 
dokažemo z encimskimi reakcijami, pri katerih pride do pretvorbe laktata v piruvat in 
posledično do redukcije NAD+ v NADH. NAHD vstopa v reakcijo z diaforazo, ki reducira 
tetrazolijevo sol v rdeči formazan. Prisotnost formazana izmerimo s kolorimetričnim 
merjenjem absorbance pri 490 nm. Delež nastalega formazana in intenziteta obarvanja sta 
proporcionalna količini sproščenega LDH v medij, ki je indikator citotoksičnosti [29]. 
 
Slika 1: Pregled encimskih reakcij, ki potečejo pri LDH testu (slika povzeta po [29]). 
1.3 Zgradba in fiziologija nosne votline 
1.3.1 Funkcija nosne votline 
Primarni funkciji nosne votline pri človeku sta dihanje in vohanje (retronazalna olfakcija). 
Nos opravlja še številne druge funkcije: vlaži in ogreva zrak pri vdihu, ima zaščitno 
imunološko vlogo, skrbi za resonanco proizvedenega zvoka in čisti zrak. Čiščenje poteka z 
ujetjem delcev snovi, ki vstopijo v nosno votlino, in njihovim izločanjem z mukociliarnim 
očistkom. V manjši meri ima nosna sluznica tudi metabolično vlogo. Sodeluje pri 
metabolizmu endogenih snovi v produkte, ki se nato z lahkoto odstranijo iz telesa. Za 
obnavljanje nosnega epitelija so odgovorne manj diferencirane bazalne celice (prekurzorji 
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vrstičnih in čašastih celic). Te po diferenciaciji nadomestijo druge, bolj specializirane 
celice [30, 31]. 
1.3.2 Anatomija nosu 
Človeški nos je sestavljen iz dveh simetričnih polovic, ki sta ločeni s septumom. Navzven 
se zaključita v nosnicah, znotraj pa v posteriorno ležečem nazofarinksu. Anteriorni del 
nosne votline imenujemo nosni vestibulum, ki mu sledi srednji del, imenovan atrij. Celotna 
površina obeh nosnic je približno 150–160 cm2, nosna votlina ima volumen 15–20 mL 
[30–32]. Nosna votlina je razdeljena v 3 regije. 
1. Vestibularna regija – regija zajema področje znotraj nosnic s površino približno 0,6 
cm2. Koža prehaja v skvamozen epitelij, ki vsebuje dlake. Te sodelujejo pri 
čiščenju zraka in zajemajo delce, večje od 10 µm. 
2. Turbinalna regija – sledi vestibularni regiji, ki pokriva približno 85 % celotne 
nosne površine. Njeni primarni funkciji, dihanje in segrevanje zraka, omogočata 
dobro prekrvavljenost regije. Prekrita je s psevdostratificiranim stopničastim 
epitelijem, ki je sestavljen iz ciliarnih, neciliarnih, bazalnih in gobletovih celic. 
Ciliarne celice so odgovorne za transport mukusa proti nazofarinksu in utripajo s 
frekvenco 1000 udarcev na minuto. Celice so prekrite z mikrovili, ki znatno 
povečajo celotno nosno površino. Večino celic v tem delu predstavljajo neciliarne 
celice, ki so metabolično aktivne. Med dihanjem prihaja do turbulentnega pretoka 
zraka, ki zagotavlja boljši kontakt med zrakom in mukozno površino [33, 34]. 
3. Olfaktorna regija – regija leži v zgornjem delu nosne votline in zajema 10 % 
celotne površine nosu. Sestavljena je iz neciliarnega psevdostratificiranega 
stolpičastega epitelija, ki vsebuje od 6 do 10 milijonov olfaktornih senzoričnih 
nevronov. Glavna funkcija te regije je voh [30, 31]. 
1.4 Nosna aplikacija zdravil 
Nosna sluznica je pogosto uporabljeno mesto aplikacije različnih ZU. Predstavlja 
neinvazivno pot aplikacije, hkrati pa se izogne obsežni encimski in kislinski razgradnji, ki 
je značilna za peroralno aplikacijo zdravil. Uporablja se za lokalno zdravljenje alergijskega 
rinitisa, nosnih infekcij, zamašenega nosu in sistemsko zdravljenje. S slednjim se 
izognemo predsistemskemu GIT in hapatičnemu metabolizmu, ki je omejujoč faktor oralne 
aplikacije. Nosna aplikacija za sistemsko delovanje lahko privede do hitrejšega učinka na 
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mestu delovanja (npr. pri lajšanju bolečin), kar omogoča dobra prekrvavljenost nosne 
sluznice in posledično hitro absorpcijo malih lipofilnih molekul v krvni obtok. Olfaktorna 
regija je neposredno povezana s centralnim živčnim sistemom, zato predstavlja potencialno 
mesto aplikacije za zdravljenje bolezni CŽS (Alzheimerjeve bolezni, epilepsije idr.). 
Preučuje se tudi možnost dostave cepiv, namenjenih zdravljenju infekcij dihalnega trakta, 
kot so gripa, tuberkuloza idr. [30, 31, 35]. Med prednosti absorpcije skozi nosno sluznico 
prištevamo: 
1) relativno veliko površino nosne votline, ki je zaradi epitelija, prekritega z mikrovili, 
na voljo za absorpcijo zdravilne učinkovine; 
2) tanek, porozen in zelo ožiljen epitelij z visokim pretokom krvi, ki zagotavlja hitro 
absorpcijo in začetek terapevtskega delovanja; 
3) porozno endotelijsko bazalno membrano; 
4) direktno absorpcijo v sistemsko cirkulacijo in izognitev tako imenovanemu učinku 
prvega prehoda po peroralni aplikaciji, tj. metabolizmu v jetrih in GIT; 
5) nižjo encimsko aktivnost v nosni sluznici v primerjavi z GIT ali jetri; 
6) možnost samozdravljenja, ki poveča komplianco; 
7) manjšo nevarnost predoziranja zaradi nižje absorpcije in manjših volumnov; 
8) nadzorovano sproščanje zdravila; 
9) ugodno in preprosto uporabo pri zdravljenju kroničnih bolezni; 
10) neinvazivnost [30, 31]. 
1.5 Nosna absorpcija 
Absorpcija je eden izmed osnovnih farmakokinetičnih (L)ADME procesov, ki vplivajo na 
biološko uporabnost ZU. Definirana je kot prehod učinkovine z mesta vnosa v sistemski 
krvni obtok. Biološka razpoložljivost zdravila je zelo odvisna od absorpcije in je definirana 
kot hitrost in obseg, v katerem je učinkovina na voljo v sistemskem krvnem obtoku po 
aplikaciji [31]. Obseg nosne absorpcije po nosni administraciji ZU je odvisna od 
sposobnosti, da molekula aplicirane učinkovine prehaja nosni epitelij brez razgradnje ali 
eliminacije, ki je posledica lokalnega encimskega delovanja in očistka mukociliarnega 
sistema. Učinkovina se mora najprej sprostiti iz formulacije, preiti do nosne sluznice skozi 
mukus, prhajati skozi nosni epitelij, se absorbirati v kapilare in tako vstopiti v krvni obtok. 
Sposobnost nosne absorpcije predstavlja pomemben vidik razvoja zdravil za nosno 
uporabo, ki vključuje študije permeabilnosti, metabolizma in toksičnosti, natančneje: 
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preučevanje prepustnosti, metabolične stabilnosti, formulacijskih parametrov in potrebe po 
uporabi pospeševalcev absorpcije. Dejavniki, ki vplivajo na farmakokinetiko in nosno 
absorpcijo in vivo, so: 
1) fiziološki dejavniki: strukturne in biokemijske spremembe nosne sluznice, preskrba 
s krvjo in nevronska regulacija, nosna sekrecija, pH nosne votline, mukociliarni 
očistek, zračni pogoji, prisotnost drugih obolenj, kot so alergije ali infekcije; 
2) dejavniki, povezani z odmerki in formulacijo: koncentracija aktivne učinkovine, 
fizikalno-kemijske lastnosti zdravila (molska masa, topnost, lipofilnost, 
disociacijska in particijska konstanta), fizikalno-kemijske lastnosti formulacije 
(viskoznost in gostota, pH dozirne oblike, osmolarnost, toksičnost, pomožne 
snovi); 
3) dejavniki, ki vplivajo na administracijo: tip dozirne oblike (tekočina, aerosol, 
suspenzija, prah), velikost delcev, mesto in vzorec apliciranja, pravilna aplikacija, 
mehanska izguba aktivne učinkovine v požiralniku, nosu in zunaj nosu. 
Zaradi vseh zgoraj naštetih dejavnikov je korelacija med in vitro in in vivo nosnimi 
absorpcijskimi študijami težko napovedljiva, vendar nujna pri zgodnjem preučevanju 
potencialnih kandidatov za nosno absorpcijo in pri razvoju zdravil [30, 31]. 
1.6 Prehod snovi skozi nosni in dihalni epitelij 
Obstaja več mehanizmov prehoda ZU skozi membrane: difuzija, transport s pomočjo 
prenašalnih proteinov in transcitoza (prikazano na sliki 2). Glede na mesto prehoda lahko 
prehajanje ZU skozi epitelij razdelimo na paracelularni in transcelularni transport. Oba sta 
lahko pasivna ali aktivna. Kadar učinkovine prosto prehajajo zaradi razlik v 
koncentracijskem gradientu, to imenujemo pasivni transport, aktivni transport pa s porabo 
ATP (adenozin 5´-trifosfata) omogoča prehajanje snovi tudi v obratni smeri.  
 Pri paracelularnem transportu ZU prehajajo skozi epitelij v medceličnem prostoru 
in so neodvisne od prenašalnih proteinov. Prehod je omejen s tesnostjo medceličnih stikov. 
Omogoča ga razlika v koncentraciji na obeh straneh epitelija. Tako prehaja le manjša 
količina praviloma neioniziranih majhnih hidrofilnih učinkovin [31, 35, 36].  
 Transcelularni transport poteka skozi epitelijske celice. Učinkovine prehajajo 
pasivno, brez transporterjev ali z njihovo pomočjo. Prehajanje brez pomoči transporterjev 
omogočajo hidrofobne lastnosti učinkovin, ki omogočajo prost prehod skozi fosfolipidni 
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dvosloj. Pasivni transport poganja mehanizem pasivne difuzije. Koncentracijski gradient 
omogoča prehod učinkovin, ki ob pomoči transporterjev prehajajo po mehanizmu 
pospešene difuzije [31, 35, 36]. Aktivni transcelularni transport poteka tudi s pomočjo 
prenašalcev. Ti so na apikalni ali bazolateralni strani celične membrane in s prenosom v 
celico ali iz nje pospešijo ali upočasnijo absorpcijo učinkovin. Primer prenašalcev, ki 
aktivno prenašajo učinkovine iz apikalne na bazolateralno stran, so ABC in SLC 
transporterji, katerih izražanje je bilo potrjeno v normalnem nosnem [37] in dihalnem 
epiteliju [38] ter celičnih linijah RPMI 2650 [11] in Calu-3 [21]. Primer aktivnih 
transporterjev z eliminatornim delovanjem v nosnem in dihalnem epiteliju predstavljajo 
transporterji iz družine ABC transporterjev, npr. P-glikoprotein (ABCB1). Ti imajo vpliv 
na absorpcijo, porazdelitev in eliminacijo ZU. Povezujemo jih tudi z razvojem rezistence 
na določena zdravila [31, 35, 36].  
 
Slika 2: Načini prehoda čez dihalni epitelij 
1.7 Razvoj in dejavniki, ki vplivajo na razvoj nosne formulacije 
Pri razvoju novega zdravila stremimo k temu, da je zasnovano v najpreprostejši možni 
obliki in vsebuje čim manj pomožnih snovi, ki še zagotavljajo stabilnost učinkovine, njeno 
učinkovitost, varnost in ustrezen rok uporabe. Da lahko pride do absorpcije ZU, mora biti 
le-ta raztopljena (molekularno dispergirana). Omejitveni dejavnik pri nosni aplikaciji je 
omejen volumen nosne votline, ki dovoljuje aplikacijo med 25 in 200 µL tekočine v 
nosnico. To lahko predstavlja izziv pri slabo topnih zdravilnih učinkovinah in tistih, ki 
zahtevajo visok odmerek učinkovine, zato je najpomembnejši dejavnik razvoja nosne 
formulacije topnost učinkovine, ki vpliva na celoten potek razvoja. Upoštevati je treba tudi 
druge fizikalno-kemijske lastnosti molekule, kot so lipofilnost/hidrofilnost spojine 
(lipofilne molekule se absorbirajo hitreje in v večjem obsegu kot hidrofilne molekule), 
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velikost delcev (absorpcija do velikosti 1 kDa je dokaj učinkovita) in stopnja ionizacije 
(neionizirana oblika ZU praviloma bolje prehaja). Pomemben je pH formulacije, ki mora 
biti kompatibilen z nosno sluznico in zagotavljati čim daljšo stabilnost in čim nižjo stopnjo 
ionizacije ZU. Velik vpliv imajo lahko anatomski in fiziološki dejavniki, kot so 
mukociliarni očistek, prisotnost mukusa, prisotnost prenašalcev, ki delujejo v eliminatorni 
smeri, in encimska aktivnost. Ti lahko povzročijo hitro encimsko razgradnjo, kratek 
kontaktni čas učinkovine s sluznico (15–20 minut) in posledično slabšo permeabilnost 
preko nosnega epitelija [31]. Pomembni so pravilna aplikacija zdravila, adherenca in 
prisotna bolezenska stanja. 
1.8 Farmacevtske oblike za nosno aplikacijo 
Poznamo različne farmacevtske oblike, ki se uporabljajo za lokalno ali sistemsko 
zdravljenje. Vsaka ima svoje prednosti in slabosti ter je namenjena specifičnim 
indikacijam. Kreme in mazila lahko zaradi večje gostote in viskoznosti podaljšajo čas 
zadrževanja ZU na nosni sluznici, ki podaljša lokalno delovanje ali čas, ki je na voljo za 
absorpcijo. Prav tako preprečuje vdor tekočine v grlo ali usta. Nanos je lahko nepraktičen, 
težje je kontrolirati tudi odmerjeno količino. Praviloma se uporablja za ZU z lokalnim 
delovanjem. Prah je sestavljen iz trdnih, samostojnih, suhih delcev. Največkrat gre za zmes 
praškaste ZU in pomožnih snovi, ki je namenjena inhalaciji s pomočjo dozirne naprave. 
Praškaste snovi ostajajo v nosni votlini dlje od tekočin, saj pride do hidracije in absorpcije 
še pred odstranitvijo z mukociliarnim očistkom. Doseže se dobra porazdelitev ZU po nosni 
votlini in hitra absorpcija. Med tekočinske dozirne sisteme prištevamo raztopine, 
suspenzije, emulzije in gele. Ti se v praksi tudi najpogosteje uporabljajo. Najpogosteje se 
kot topilo v raztopinah uporablja voda. Že raztopljene ZU se lahko takoj absorbirajo. 
Suspenzije so največkrat zmesi trdnih delcev ZU in tekočega medija. Pri emulzijah gre 
praviloma za disperzni sistem polarne hidrofilne tekočine in nepolarne hidrofobne tekočine 
z ZU. Nosni geli so hidrogeli (vsebujejo vodo) [31]. 
1.9 Dostavni sistemi za nosno aplikacijo 
Dozirni aparati so različnih oblik in velikosti, največkrat pa gre za naprave z več dozirnimi 
enotami. Pomembno je, da so naprave priročne in enostavne za uporabo.  
Kapalke in kapljice ali plastični stisljivi vsebniki so preprosti dostavni sistemi, s katerimi 
nanesemo tekočino z iztisom v obliki kapljic. Aplikacija je lahko zapletena, večkrat je 
potrebna prilagojena pozicija telesa ali glave. Obstaja nevarnost, da se iztisnjena tekočina 
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zaradi pritiska vrne nazaj v vsebnik. Tako lahko pride do kontaminacije vsebine. Težava se 
lahko pojavi pri odmerjanju, zato je ta oblika primerna za ZU s širšim terapevtskim oknom. 
V praksi se zaradi hitre in preproste aplikacije najpogosteje uporabljajo pršila za nos, ki so 
sestavljena iz brizgalne šobe, sestavljene iz črpalke ali brizge, ki omogoča nanos tekočine 
v obliki kapljic (velikosti 25–50 µm). Doza volumna med 25 in 200 µL se enakomerno 
razporedi po nosni sluznici. Največkrat gre za uporabo naprav, ki vsebujejo več doz (3–50 
mL). Aplikacija je hitra in preprosta, treba je paziti na dobro predpripravo – pršilo je treba 
premešati in pred (prvo) aplikacijo izpihati potrebno število izpihov. Dozirni sistemi z 
vdihom so modificirani dostavni sistemi z nastavkom za usta in nos, ki omogoča dobro 
prerazporeditev vsebine po celotni nosni votlini. Ob vpihu v dozirni sistem skozi usta pride 
do sprostitve ZU v nosno votlino, hkrati pa se ob vpihu zapre odprtina med nosom in 
grlom. Tako ne pride do izgub ZU v grlu – posledično večja doza doseže nosno sluznico. 
Elektronski avtomatizirani dozirni sistemi so avtomatizirani in imajo različne vmesnike. 
Nadzoruje se lahko dostop, število izpihov ali celo velikost delcev. Gre za novejše in 
dražje dostavne sisteme [31]. 
1.10 Pomožne snovi formulacij za dostavo v nos 
V nosnih formulacijah lahko najdemo različne pomožne snovi. Te imajo vlogo puferskih 
sistemov, topil, antioksidantov, konzervansov, stabilizatorjev, surfaktantov, 
mukoadhezivov, pospeševalcev absorpcije idr. V tabeli I so predstavljene najpogosteje 
uporabljane pomožne snovi, njihovo delovanje in primeri posameznih skupin [31]. 
Tabela I: Pomožne snovi nosnih formulacij 
Pomožne snovi Delovanje Primeri pomožnih snovi 
topilo raztapljanje ZU voda 
pomožna topila povečanje topnosti ZU alkoholi 
glikol 
glicerol 
pufri zagotavljanje puferske kapacitete za vzdrževanje 
pH formulacije in situ: 
– zagotavljanje kompatibilnosti z nosno sluznico 
(pH = 4,5–6,5) 
– vpliv na delež neionizirane oblike ZU, ki je na 
voljo za absorpcijo  
natrijev fosfat 
kalijev fosfat 
natrijev citrat 
citronska kislina 
sredstva za uravnavanje pH uravnavanje pH formulacije natrijev hidroksid 
klorovodikova kislina 
žveplena kislina 
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toniki  uravnavanje osmolarnosti preko dehidracije in 
krčenja nosnega epitelija in/ali strukturnih 
sprememb membrane (posledično večja 
permeabilnost ZU) 
sorbitol 
NaCl 
dekstroza 
konzervansi protimikrobno delovanje benzaklonijev klorid 
EDTA  
etanol 
fenil etil alkohol  
parabeni (metil paraben) 
borova kislina 
natrijev tetraborat 
tiomersal 
antioksidanti preprečevanje oksidacije ZU natrijev disulfit, 
tokoferol 
askorbinska kislina 
vlažilci vzdrževanje vlažnosti formulacije, 
preprečevanje dehidracije in iritacije nosne 
sluznice 
glicerin  
sorbitol 
manitol 
kelatorji tvorba kelata s prostimi ioni v formulaciji in 
povečanje stabilnosti 
dinatrijev EDTA 
stabilizatorji povečanje stabilnosti formulacije in ZU sorbitol 
modifikatorji viskoznosti  povečanje gostote/viskoznosti formulacije hipromeloza 
natrijev karmelozat 
disperzibilna celuloza 
surfaktanti modifikacija nosne permeabilnosti (povečanje) polisorbat 80, 20 
Bioadhezivni polimeri 
(mukoadhezivi) 
podaljšanje časa zadrževanja formulacije na nosni 
membrani in v nosnem mukusu 
PEG 
pospeševalci absorpcije povečanje permeabilnosti ali topnosti in 
posledično absorpcije, preprečevanje degradacije 
ali metabolizma ZU 
ciklodekstrin 
hitosan 
žolčne soli 
surfaktanti 
izboljševalci okusa izboljšanje okusa sukraloza 
 
1.11 Biofarmacevtski klasifikacijski sistem 
Biofarmacevtski klasifikacijski sistem predstavlja znanstveno osnovo za napovedovanje 
intestinalne absorpcije učinkovine in identifikacijo omejujočega dejavnika absorpcije glede 
na biofarmacevtske lastnosti. Ob vključitvi in vitro disolucijskih karakteristik produkta pri 
vrednotenju posameznih učinkovin upošteva tri glavne dejavnike, ki vplivajo na hitrost in 
obseg absorpcije po peroralni aplikaciji zdravila. To so hitrost raztapljanja, topnost v 
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vodnem mediju in permeabilnost čez GIT epitelij [39, 40]. 
Sistem sistematično razvršča ZU v 4 razrede s pripadajočimi lastnostmi. 
• Razred 1: visoka topnost in visoka permeabilnost. V ta razred uvrščamo zdravila s 
hitrim raztapljanjem in dobro absorpcijo. 
• Razred 2: nizka topnost in visoka permeabilnost. Biološka uporabnost zdravil je 
omejena s topnostjo, saj so učinkovine dobro permeabilne.  
• Razred 3: visoka topnost in nizka permeabilnost. Biološka razpoložljivost je omejena s 
permeabilnostjo učinkovine, topnost je visoka. 
• Razred 4: nizka topnost in nizka permeabilnost. Zdravila v omenjenem razredu 
zaznamujejo težave pri formiranju formulacije in zagotavljanju konsistentne biološke 
razpoložljivosti. Zaradi visoke variabilnosti je velikokrat potrebna alternativna pot 
aplikacije. 
Ker postajata nosna in pljučna aplikacija vedno bolj zanimivi, se pojavljajo potrebe po 
orodjih, ki bi lahko pomagala pri napovedovanju in vivo absorpcije čez nazalni in dihalni 
epitelij pri ljudeh. »Zlati standard« napovedovanja in vivo absorpcije ostaja BCS 
klasifikacijski sistem, ki je primarno namenjen peroralnim dozirnim oblikam. BCS 
klasifikacija, namenjena razvrščanju zdravil za aplikacijo v respiratorni trakt, ki temelji na 
podobnih principih že obstoječe klasifikacije, je že v razvoju. Obstajajo številne pobude, ki 
govorijo o zasnovi pBCS (ang. pulmonary BCS) ali iBCS (ang. inhalation BCS) [41, 42].  
1.12 Anatomsko-terapevtsko-kemična klasifikacija zdravil 
Nosni preparati spadajo v anatomsko skupino R (Zdravila za bolezni dihal), terapevtsko 
skupino R01 (Zdravila za bolezni nosne sluznice) in terapevtsko-farmakološko skupino 
R01A (Dekongestivi in druga zdravila za lokalno zdravljenje nosne sluznice) ali R01B 
(Nazalni dekongestivi za sistemsko zdravljenje). Četrta raven R01A zajema terapevtsko-
farmakološko-kemijske podskupine: Simpatomimetiki, enokomponentna zdravila, 
Simpatomimetiki, kombinacije brez kortikosteroidov, Zdravila s protialergijskim 
delovanjem brez kortikosteroidov, Kortikosteroidi in Druga zdravila za bolezni nosne 
sluznice. Četrta raven R01B zajema terapevtsko-farmakološko-kemijsko podskupino 
Simpatomimetiki. Peta raven z dvomestno številko navaja INN oznako učinkovine (ang. 
International Nonproprietary Name) [44, 45]. 
13 
 
1.13 Testirane nosne formulacije 
Za oceno permeabilnosti smo izbrali široko uporabljana in dostopna zdravila, ki so na trgu 
že več let (slika 3 in 4). Sodijo v skupino zdravil za lokalno zdravljenje nosne sluznice. 
Njihova razvrstitev v ATC klasifikacijo in indikacije so povzeti v tabeli II. V tabeli III so 
predstavljene karakteristike testiranih zdravil, ki smo jih uporabili v poskusih 
permeabilnosti in/ali citotoksičnosti. 
   
Slika 3: Testirana zdravila (od leve proti desni): Maresyl pršilo za nos,, Septanazal pršilo 
za nos za otroke, Septanazal pršilo za nos za odrasle, Operil pršilo za nos, Operil kapljice 
za  nos, Otrivin pršilo za nos, Benil kapljice za nos. 
   
Slika 4: Testirana zdravila (od leve proti desni): pršilo za nos Periigo, pršilo za nos Apotex 
Corp., pršilo za nos Allergodil akut, Nasacort®AQ pršilo za nos, Tafen pršilo za nos. 
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Tabela II: Testirana zdravila uporabljena v poskusih permeabilnosti, vsebovana zdravilna 
učinkovina, njihova ATC klasifikacija in indikacije 
Zdravilo Učinkovina  ATC koda  ATC skupina Indikacije 
Operil oksimetazolin HCl  R01AA05  simpatomimetiki, 
enokomponentna 
zdravila 
akutni rinitis 
alergijski rinitis 
rinosinusitis  
endoskopski kirurški posegi v 
nosu (zmanjšanje edema in 
krvavitve) 
vnetje srednjega ušesa 
(dekongestija evstahijeve cevi) 
  
Maresyl ksilometazolin HCl  R01AA07  simpatomimetiki, 
enokomponentna 
zdravila 
kongestija nosne sluznice 
Benil nafazolin nitrat  R01AA08  simpatomimetiki, 
enokomponentna 
zdravila 
vse oblike rinitisa in sinusitisa 
vnetje srednjega ušesa 
(dekongestija evstahijeve cevi)  
epistaksa 
priprava na rinološke preglede 
in operacije (dodatek 
površinskim anestetikom)  
Septanazal ksilometazolin HCl 
+ dekspantenol 
 
 R01AB06  simpatomimetiki, 
kombinacije brez 
kortikosteroidov 
zmanjšanje nabreklosti nosne 
sluznice pri rinitisu 
podporno zdravljenje pri 
celjenju lezij na sluznici 
lajšanje vazomotoričnega 
rinitisa 
lajšanje dihanja skozi nos, ki je 
po kirurškem posegu v nosu 
oteženo 
  
Otrivin ksilometazolin HCl  
+ ipratropium bromid 
 R01AB06  simpatomimetiki, 
kombinacije brez 
kortikosteroidov 
kongestija nosne sluznice  
rinoreja pri navadnem prehladu 
Allergodil 
Akute 
azelastin HCl  R01AC03  zdravila s 
protialergijskim 
delovanjem brez 
kortikosteroidov 
  
alergijski rinitis 
Perrigo azelastin HCl  R01AC03  zdravila s 
protialergijskim 
delovanjem brez 
kortikosteroidov 
sezonski alergijski rinitis 
Apothex 
Corp. 
azelastin HCl  R01AC03  zdravila s 
protialergijskim 
delovanjem brez 
kortikosteroidov 
sezonski in celoletni alergijski 
rinitis 
Tafen Sandoz budesonid  R01AD05  kortikosteroidi sezonski in celoletni alergijski 
rinitis 
nealergijski rinitis  
nosni polipi 
  
Nasacort®AQ triamcinolon 
acetonid 
 R01AD11  kortikosteroidi sezonski in celoletni alergijski 
rinitis 
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Tabela III: Testirana zdravila uporabljena v poskusih permeabilnosti in citotoksičnosti in 
njihove karakteristike 
 
Zdravilo 
Zdravilna 
učinkovina 
ATC 
koda 
 
Jakost Farmacevtska oblika 
 Operil kapljice za 
otroke 
oksimetazolin HCl R01AA05  0,25 mg/mL kapljice za nos raztopina 
 Operil kapljice za 
odrasle 
oksimetazolin HCl R01AA05  0,5 mg/mL kapljice za nos raztopina 
 Operil pršilo oksimetazolin HCl R01AA05  0,5 mg/mL pršilo za nos raztopina 
 Maresyl ksilometazolin HCl R01AA07  1 mg/mL pršilo za nos raztopina 
 Benil nafazolin nitrat R01AA08  1 mg/mL kapljice za nos raztopina 
 Septanazal ksilometazolin HCl  
+ dekspantenol 
R01AB06  1 mg/mL               
+ 50 mg/mL 
pršilo za nos raztopina 
 Septanazal ksilometazolin HCl  
+ dekspantenol 
R01AB06  0,5 mg/mL           
+ 50 mg/mL 
pršilo za nos raztopina 
 Otrivin ksilometazolin HC  
+ ipratropijev bromid 
R01AB06  0,435 mg/mL 
+ 0,6 mg/mL 
pršilo za nos raztopina 
 Allergodil Akute azelastin HCl R01AC03  1 mg/mL pršilo za nos raztopina 
 Perrigo azelastin HCl R01AC03  1,5 mg/mL pršilo za nos raztopina 
 Apotex Corp. azelastin HCl R01AC03  1,5 mg/mL pršilo za nos raztopina 
 Tafen Sandoz budesonid R01AD05  1,28 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Flixonase flutikazon propionat R01AD08  1 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Flixonase flutikazon propionat R01AD08  1 mg/mL kapljice za nos suspenzija 
 Mometazon Sandoz mometazon furoat R01AD08  0,5 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Nasacort®AQ triamcinolon acetonid R01AD11  0,55 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Avamys futikazon furoat R01AD12  0,55 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Omnaris ciklesonid R01AD13  0,7 mg/mL pršilo za nos suspenzija 
 Dymista azelastin HCl  
+ flutikazon propionat 
R01AD58  1 mg/mL 
+ 0,36 mg/mL 
pršilo za nos suspenzija 
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2 NAMEN IN POTEK DELA 
In vitro celični modeli predstavljajo pomembno metodo pri oceni permeabilnosti, 
napovedovanju obsega absorpcije in toksičnosti intranazalno apliciranih učinkovin. Namen 
naloge je izmeriti permeabilnost učinkovin, ki so namenjene lokalnemu zdravljenju nosne 
sluznice in ovrednotiti vpliv formulacije na njihovo permeabilnost.  
 Kot in vitro model nosnega epitelija bomo uporabili nesmrtni celični liniji 
humanega izvora RPMI 2650 in Calu-3. Celični liniji bomo gojili po protokolih, ki so bili 
predhodno optimizirani v lokalnem laboratoriju. Dodatno bomo uvedli postopke za 
preprečevanje okužb z mikoplazmami in zagotavljanje aseptičnih pogojev dela. Gojenje bo 
potekalo na polprepustnih membranah na ploščah z inserti pod A-L pogoji. Tak način 
zagotavlja tvorbo epitelija, ki najbolje ponazarja epitelij in vivo. Med gojenjem bomo 
spremljali rast in diferenciacijo celic pod inverznim svetlobnim mikroskopom. Pred 
poskusi permeabilnosti in po njih bomo ovrednotili integriteto celičnega sloja z merjenjem 
transepitelijske električne upornosti (TEER) in ocenili morebitne spremembe. Po poskusu 
bomo s pomočjo paracelularnega označevalca lucifer rumeno dodatno ovrednotili 
integriteto celičnega sloja in tvorbo medceličnih tesnih stikov. 
 Ovrednotili bomo potencialno citotoksičnost posameznih učinkovin in formulacij. 
Po zaključenih poskusih permeabilnosti bomo v akceptorskem mediju s pomočjo LDH 
testa citotoksičnosti preverili prisotnost intracelularnega encima laktat dehidrogenaze, ki 
nakazuje na spremembo celične integritete, poškodbo ali uničenje celic.   
 S poskusom permeabilnosti bomo izmerili sposobnost prehajanja lokalno delujočih 
zdravilnih učinkovin skozi modela epitelija dihalnega trakta iz apikalne na bazolateralno 
stran celičnega sloja. Testirali bomo dekongestive, antihistaminike in kortikosteroide, 
namenjene lokalnemu zdravljenju nosne kongestije, alergijskega rinitisa in drugih nosnih 
obolenj. Uporabili bomo različne nosne formulacije, kot so kapljice in pršila za nos v 
obliki raztopin ali suspenzij. Učinkovine bomo na celični model aplicirali v obliki 
neredčene in redčene formulacije in/ali v obliki pripravljenih raztopin. Izmerili in  
izračunali bomo vrednosti navideznega permeabilnostnega koeficienta, ki za večino 
preiskovanih učinkovin še niso na voljo. Glede na dobljene rezultate bomo ovrednotili 
vpliv formulacije na permeabilnost preiskovanih učinkovin skozi model nosnega epitelija.  
 Na podlagi pridobljenih rezultatov permeabilnosti bomo okarakterizirali posamezne 
učinkovine kot dobro ali slabo permeabilne in predlagali njihovo umestitev v pljučni 
biofarmacevtski klasifikacijski sistem (pBCS).   
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 Aparature 
• centrifuga Mikro 22R, Hetiich Zentrifugen 
• termomikser Eppendorf Thermomixer Comfort 
• stresalnik Yellowline TTS2 Shaker 
• tesnilo Vacuplus Electric Petra 
• vakuumska črpalka Exavac, Vacutech 
• vakuumska črpalka 2511 Dry Vacuum Pump/Compressor, Welch 
• mikrobiološka komora Max Pro 130, Iskra PIO 
• invertni svetlobni mikroskop Olympus CK X 41 
• celični analizator Vi Cell XR Cell Viability Analyser, Beckman Coulter 
• CO2 celični inkubator MCO-20AIC, Sanyo 
• CO2 celični inkubator Hera Cell 150, Thermo Scientific 
• merilec TEER, Rems AutoSampler, Word Precision Instruments 
• hladilnik, Sanyo  
• hladilnik Medicool, Sanyo 
• zamrzovalna skrinja –80 °C, Revco, Thermo Scientific 
• zamrzovalna skrinja –150 °C, Thermo Scientific 
• inkubator, Memmet 
• čitalec za mikrotitrske plošče, Tecan Infinite F200 
• čitalec za mikrotitrske plošče, Tecan Infinite M1000 
• pH meter, Mettler Toledo 
• analitska tehtnica, Mettler Toledo 
• zaščitna komora, Kottermann Systemlabor 
• aparat za pridobivanje ultra čiste vode, PURELAB® Classic 
• štoparica 
• UHPLC analizatorji, Waters 
3.2 Laboratorijska oprema in pribor 
• merilne steklene bučke  
• steklene čaše  
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• stekleni merilni valji 
• steklene palčke za mešanje 
• žličke za tehtanje 
• ladjica za tehtanje 
• lopatica za tehtanje 
• posodica za tehtanje 
• kapalke 
• čolnički  
• banjice  
• sterilni čolnički, Labcor Biotix Solution Basin Sterile 
• stojala za mikrocentrifugirke 
• stojala za centrifugirke 
• mehanske pipete (2 µL, 1–20 µL, 20–200 µL, 100– 1000 µL), Sartorius Biohit 
mLINE 
• mehanske večkanalne pipete(20–200µL, 30–300µL), Sartorius Biohit mLINE 
• večkanalna avtomatska pipeta 50–1200 µL, Sartorius Biohit mLINE 
• nastavki za pipete (5–350 µL, 20–200 µL, 100–1000 µL), Sartorius Biohit mLINE 
• nastavki za multikanalno avtomatsko pipeto, 50–1200 µL, Sartorius Biohit mLINE 
• mehanska avtomatska pipeta, ISOLAB, Laborgeräte GmbH 
• mehanska avtomatska pipeta, Eppendorf, Easypet    
• serološke pipete različnih volumnov (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL), TPP® 
• aspiracijska pipeta 2 mL, Sarstedt 
• krioviale 2 mL, TPP® 
• mikrocentrifugirke 1,5 in 2 mL, Eppendorf 
• igle, BD Microlance 3, Becton Dickinson 
• injekcijska brizga, BD Discardit 2-Part Luer Slip Syringe, Becton Dickinson 
• čistilni filter za injekcijsko brizgo za pridobitev sterilne vode, Clarify Syringe Filter 
0.1 µm, Waters 
• vrečke, Disposal bags, Carl Roth 
• steklenice za gojenje celic z gojilno površino 75 cm2, Tissue Culture Flask T75, 
TPP® 
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• steklenice za gojenje celic z gojilno površino 175 cm2, TC Flask T175 Standard, 
Sarstedt 
• mikrotitrske plošče za pripravo umeritvene krivulje, UV Plate, 96 Well, No Lid, 
With UV Transprent Flat Bottom, 3635, Costar 
• mikrotitrske plošče za nanos in analizo vzorcev, 96 Well Standard Microplates 
3363, Costar 
• črne plošče za merjenje fluorescence, Microplate Black Half-Area 96 Well flat 
bottom, Greiner Bio-One International 
• filter plošče, MutliScreenHTS GV Filter Platem 0.22 µm Millipore MSGVN2250, 
Merck 
• filter plošče, AcroPrep Advance 96-Well Filter Plates for Solvent Filtration 8082, 
0.2 µm GHP Membrane, Pall Corporation 
• centrifugirke, Starstedt 
• centrifugirke 50 mL, Corning®, Inc. 
• samostoječe centrifugrke 50 mL, Corning®, Inc. 
• plošče z inserti za gojenje celic s 24 membranami, Millicell® Cell Coulture Plate 
Asseblies PET 1 µm, Merck Millipore  
• nosilne inkubacijske plošče, Millicell® 24 Well Receiver Tray, PSMW010R5, 
Merck Millipore 
• koš za mikrobiološke odpadke 
• koš za nevarne odpadke 
• UPLC/HPLC viale, Waters 
• pinceta  
• zaščitna folija za mikrotitrske plošče 
• aluminijasta folija  
• lij  
• magnetna mešala  
3.3 Osebna varovalna oprema 
• zaščitne nitrilne rokavice, Kimtech 
• sterilne zaščitne nitrilne rokavice, G3 Sterile White Nitrile Gloves, Kimtech 
• vizir 
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• temperaturno odporne rokavice 
• laboratorijska halja 
• laboratorijska halja za delo v celičnem laboratoriju 
• zaščitna kapa 
• zaščitna maska 
• obujke 
3.4 Komercialni kompleti za izvedbo poskusov 
• test za dokazovanje prisotnosti mikroplazem, MycoAlertTM PLUS Mycoplazma 
Detection Kit, Lonza 
• LDH test citotoksičnosti, Pierce LDH Citotoxicity Assay Kit, Thermo Scientific 
• LDH test citotoksičnosti, CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, Thermo 
Scientific 
3.5 Reagenti in kemikalije za pripravo medijev in raztopin 
• celični rastni medij Advanced Minimum Essentia Media (AMEM), GibcoTM, 
Thermo Fisher Scientific 
• GlutaMAX, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific 
• TrypLE Select, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific 
• fetusni serum goveda (ang. Fetal Bovine Serum ali FBS), GibcoTM, Thermo Fisher 
Scientific 
• HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonska kislina), GibcoTM, Thermo 
Fisher Scientific 
• Hank`s Balanced Salt Solution (HBSS), GibcoTM, Thermo Fisher Scientific 
• dimetilsulfoksid (DMSO), Sigma-Aldrich 
• goveji serumski albumin (ang. Bovine Serum Albumine ali BSA), Sigma-Aldrich 
• pršilo proti mikoplazmam za površine, Mycoplasma disinfectant spray for surfaces, 
Minevra Biolabs® 
• robčki proti mikoplazmam, Mycoplasma Off Wipes Refill, Minevra Biolabs® 
• 70 % izopropanol v razpršilu, Klericide 70/30 IPA-Blended with Water for 
Injection, Ecolab® 
• raztopina NaOH v brizgi za pripravo 1-molarne NaOH raztopine, Sigma Aldrich 
• 96 % etanol, J.T.Baker 
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• metanol, J.T.Baker 
• metanojska kislina, J.T.Baker 
• koncentracijska kontrola za štetje celic, Vi-Cell XR Cell Viability Analyser, 
Beckman Coulter 
3.6 Raztopine  
3.6.1 Priprava rastnega medija AMEM 
Za gojenje celičnih kultur RPMI 2650 in Calu-3 smo med celotnim delom uporabljali 
medij Advanced Minimum Essential Media proizvajalca Gibco (v nadaljevanju AMEM) z 
dodatki. Medij smo pripravili tako, da smo na 500 mL medija dodali: 
• 10 mL GlutaMAX, 
• 12,5 mL FBS. 
Celotna priprava je potekala v sterilni mikrobiološki komori. Medij smo pred uporabo 
segreli v inkubatorju na 37 °C. Ko ga nismo potrebovali, smo ga hranili v hladilniku. V 
hladilniku smo prav tako hranili druge potrebne reagente za pripravo medija, kot sta 
GlutaMAX in FBS. Dolgoročno smo FBS shranjevali v zamrzovalni skrinji na –20 °C. 
AMEM, oprema in drugi reagenti, potrebni za pripravo, so prikazani na sliki 5. 
3.6.2 Priprava delovnega pufra 
Med poskusom permeabilnosti smo kot podporni delovni pufer (DP) za celice uporabili 
pufer HBSS z dodatkom HEPES. Čeprav je njegova primarna funkcija zagotavljanje 
primernega okolja za vzdrževanje strukturne in fiziološke integritete celic, je služil tudi kot 
akceptorska raztopina v poskusu. Uporabili smo ga tudi za spiranje celic pred poskusom, 
merjenje TEER in pripravo standardnih raztopin za pripravo umeritvenih krivulj. DP smo 
pripravili v aseptičnih pogojih z dodatkom 5 mL HEPES na 500 mL HBBS pufra. Pred 
uporabo smo ga segreli v inkubatorju na 37 °C. DP s HEPES je prikazan na sliki 5. 
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Slika 5: Prikaz uporabljenih hranilnih in podpornih medijev, gojilne steklenice, kriovial in 
laboratorijskega pribora. 
3.6.3 Priprava delovne raztopine lucifer rumeno  
Spojino lucifer rumeno (LY) smo uporabili za oceno integritete celičnega sloja po 
izvedenem poskusu permeabilnosti. Pripravili smo založno raztopino LY v DP s 
koncentracijo 2,6 mg/mL. Iz založne raztopine smo pripravili delovno raztopino. V 25-
mililitrsko bučko smo dodali 100 µL založne raztopine in bučko z DP napolnili do oznake. 
Tako pripravljena delovna raztopina je med poskusom služila kot donorska raztopina LY. 
3.6.4 Priprava delovnih raztopin 
V spodnji tabeli IV je prikazana priprava delovnih raztopin, ki smo jih uporabili za 
pripravo umeritvenih krivulj in v poskusih kot donorske raztopine. 
Tabela IV: Priprava založnih in delovnih raztopin 
Spojina 
Koncentracija založne 
raztopine (mg/mL) 
Koncentracija donorske 
raztopine (mg/mL) 
azelastin HCl 1,0 0,001 
budezonid 1,5 0,015 
dekspantenol 100 50 
dekspantenol 20 2,0 
ksilometazolin HCl / 1,0 
nafazolin nitrat / 1,0 
oksimetazolin HCl / 0,5 
triamcinolon acetonid 2,0 0,02 
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3.7 Eksperimentalno delo 
3.7.1 Gojenje celičnih linij RPMI 2650 in Calu-3 
Za uspešno izpeljavo poskusov permeabilnosti preiskovanih spojin smo morali pridobiti 
ustrezno gojene kulture celičnih linij RPMI 2650 in Calu-3. Optimalno rast celic smo 
zagotovili z rastnim medijem AMEM, ki sta mu bila dodana FBS in GlutaMAX v 
koncentraciji 2,5 % oziroma 2 %. Tako pripravljen medij zagotavlja več kot 1000 hranil, ki 
so potrebna za rast in razvoj celic, in omogoča čim manjšo uporabo FBS, ki predstavlja 
variabilno komponento medija. Pred začetkom dela smo ustrezno pripravili potrebne 
reagente. Pred aplikacijo na celice smo te segreli na 37 °C (celični medij AMEM, 
TrypLETM Select, FBS, delovni pufer idr.) ali na sobno temperaturo (kontrola, ki smo jo 
uporabili za štetje celic, GlutaMax, idr.). Celice smo po odmrznitvi iz celične zaloge za 
namen pridobitve zadostnega števila celic najprej gojili v steklenicah za gojenje celic. 
Presadili smo jih, preden so celice popolnoma prerasle površino posode oziroma dosegle 
stanje konfluence. Celice smo v nadaljevanju do poskusa permeabilnosti gojili na 
polietilenftalatnih (PET) membranah na ploščah s 24 inserti. Gojenje in rokovanje je 
potekalo v strogo nadzorovanih in aseptičnih pogojih pri delnem tlaku CO2 5 %, 
temperaturi 37 °C, relativni vlažnosti zraka 95 % in pH 7,2–7,4. Posamezni koraki gojenja 
celic bodo podrobneje predstavljeni v nadaljevanju.  
 Po vsakem obisku laboratorija smo izvedene aktivnosti dokumentirali z zapisom v 
laboratorijski dnevnik. S tem smo zagotovili transparentnost in sledljivost našega dela.  
3.7.2 Odtalitev celic 
Celice smo za namen dolgoročnega shranjevanja hranili na –150 °C v zamrzovalni skrinji. 
Za shranjevanje smo uporabili 2 mL krioviale. Medij za zamrznitev smo pripravili iz FBS, 
ki smo mu dodali kriprotektant DMSO v razmerju 9:1. Pri rokovanju s skrinjo in 
kriovialami smo uporabili primerno zaščitno opremo, tj. zaščitne rokavice in zaščito za 
obraz. Po odvzemu celic iz skrinje smo krioviale s celicami na hitro odtalili pri temperaturi 
37 °C. Odtaljene celice smo nato prenesli v gojilne steklenice z želeno površino. Pri našem 
delu smo uporabljali steklenice s površino 75 cm2 (T75) in 175 cm2 (T175). 
3.7.3 Nasaditev celic v gojilne steklenice 
Odmrznjene celice smo nasadili v gojilne steklenice. S tem smo zagotovili živost in 
zadostno število celic, ki smo jih potrebovali za nasaditev na plošče z inserti za kasnejši 
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poskus permeabilnosti. Celice smo po odtalitvi hitro prenesli v vnaprej pripravljen in 
segret celični medij. V T75 gojilne steklenice smo dodali 18–20 mL, v T175 steklenice pa 
38–40 mL rastnega medija. Nato smo s pipeto prenesli odtaljeno celično suspenzijo v 
medij (1–1,5 mL) in vse skupaj dobro premešali z lateralnimi gibi. S tem smo celice v 
mediju enakomerno razporedili po celotnem volumnu medija. Pripravljene gojilne 
steklenice s celicami smo pogledali pod svetlobnim mikroskopom, s tem potrdili vsebnost 
celic v posodi in jih ustrezno označili.  
3.7.4 Odlepitev celic od podlage 
Ko so celice prerasle približno 80 % površine, smo jih morali najprej odlepiti, da bi jih 
nato lahko presadili v nove gojilne steklenice, nasadili na plošče za poskus permeabilnosti 
ali zamrznili. Za to smo uporabili hiter in preprost postopek z uporabo rekombinantnih 
proteolitičnih encimov v reagentu TrypLETM Select. Najprej smo s celic temeljito 
odstranili rastni medij. Na celice smo s pipeto počasi dodali 3 mL reagenta TrypLETM 
Select za T75 gojilno posodo in 10 mL za T175 gojilno steklenico. Sledila je inkubacija v 
CO2 celičnem inkubatorju. S tem smo zagotovili najučinkovitejše delovanje encima pri 
temperaturi 37 °C. Inkubacijski čas je bil med 5–10 minutami in je variiral glede na hitrost 
odlepitve celic. Odlepljene celice smo prepoznali kot manjše plavajoče delce v mediju. 
Celice z višjo stopnjo konfluence smo težje odlepili od podlage. Na odlepitev je vplivala 
tudi vrsta celic, saj so celice RPMI 2650 potrebovale dlje časa za uspešno disociacijo od 
celic Calu-3. V gojilno posodo smo dodali rastni medij. Z dodatkom 6 mL medija v T75 in 
20 mL medija v T175 steklenico smo nevtralizirali delovanje TrypLETM Select encimov. 
Reagent ima ob daljši izpostavljenosti toksičen učinek, saj lahko poškoduje površino celic. 
Odlepljene celice v mediju smo prenesli v 50-mililitrsko centrifugirko. 
3.7.5 Štetje celic 
Štetje celic smo izvedli z aparatom z Vi-CELL. Aparat deluje po principu analize slik 
celic, ki jih zajame kamera znotraj aparata. Za razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami 
uporablja barvilo tripansko modrilo (ang. Trypan Blue Dye). Barvilo prehaja poškodovano 
celično membrano neživih celic. Nepoškodovane žive celice z ohranjeno celično 
integriteto ostanejo brezbarvne, medtem ko se mrtve celice obarvajo. Aparat omogoča 
štetje celic v koncentracijskem območju med 50 × 103 in 1 × 107 celic/mL in celic velikosti 
3–70 µm. Za štetje smo uporabili programsko opremo ViCell XR. V uporabni vmesnik 
smo najprej vnesli podatke in izbrali pravilne parametre meritev. Na prvo mesto smo vnesli 
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podatke za kontrolo (LOT, datum, vrsto celic) in za vzorec (ime, pasažo, datum, vrsto 
celic). Izbrali smo nastavitev shranjevanja vseh meritev in slik. V analizo smo vključili tudi 
kontrolo s silikonskimi delci, s katero smo preverili ustrezno delovanje aparata. V kivete 
smo odmerili 1 mL premešane kontrolne suspenzije ali suspenzije celic. Na aparat smo 
postavili kiveto z vzorcem na eno izmed prostih mest na vrtljivem nastavku. Ta zavrti 
vzorec pod vzorčevalnik, doda barvilo in na podlagi zajetih slik analizira in prešteje žive in 
nežive celice. Program ViCell XR nato poda število celic, gostoto celic (št. celic/mL) in 
živost (%). V kolikor je bil vzorec celic preveč koncentriran, smo ga ustrezno razredčili in 
redčenje upoštevali pri kasnejšem izračunu celotnega števila celic in koncentracije. 
Zabeležili smo si podatke o celotnem številu celic (skupno število živih in mrtvih celic), 
številu živih celic in celični živosti, ki se izrazi v procentih in izračuna po enačbi 1. 
Ž𝑖𝑣𝑜𝑠𝑡 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 (%) =
š𝑡.  ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡.  𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
                                          (1) 
3.7.6 Presaditev celic 
Da dosežemo optimalne pogoje za rast, celice presadimo, preden te popolnoma prerastejo 
površino gojilne steklenice oziroma dosežejo konfluenco. Celicam smo najprej odstranili 
star rastni medij in jih po presoji še dodatno spirali z majhno količino medija. S tem smo 
odstranili nežive celice in dosegli večjo živost celic pri presaditvi. Sledila je odlepitev celic 
od podlage. Celice smo odlepili po postopku, opisanem v poglavju 3.7.4. Odlepljene celice 
v mediju smo zbrali v centrifugirki. Sledilo je 5-minutno centrifugiranje celic s centrifugo 
Mikro 22R pri 1500 RPM in 37 °C. Po centrifugiranju smo odstranili medij od celične 
usedline. Pri tem smo morali biti pozorni, da nismo razdrli celične usedline – s tem smo 
obdržali večje število celic. Preostale celice smo nato resuspendirali v izbrani količini 
svežega medija, ki smo ga izbrali glede na velikost usedline in grobo oceno števila celic. 
Volumen dodanega medija je bil med 4–12 mL. Sledilo je štetje celic z aparatom ViCell. 
Postopek je opisan v poglavju 3.7.5. Dobljeno koncentracijo smo uporabili za izračun 
celotnega števila celic v preostali suspenziji celic. Preračunali smo, koliko mL celične 
suspenzije potrebujemo za nasaditveno gostoto v novih gojilnih steklenicah. Pozorni smo 
bili, da smo uporabili število živih celic in ne število vseh celic. Upoštevati smo morali 
tudi velikost gojilne posode (T75 ali T175). Pripravljene gojilne posode smo primerno 
označili. Celice smo po presaditvi gojili v inkubatorju. Naslednji dan po presaditvi celic 
smo menjali celični medij in s tem zagotovili najbolj optimalno rast. V prihodnjih dneh 
smo celicam menjavali medij trikrat do štirikrat na teden.  
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3.7.7 Nasaditev celic na plošče 
Za poskus permeabilnosti smo uporabili plošče z insertom, ki so sestavljene iz donorskega 
(zgornjega) in akceptorskega (spodnjega) prostora, vmes pa leži polprepustna membrana 
(slika 6). Plošča sestoji iz 24 vdolbinic, v katerih so nameščeni inserti z membrano. Da 
smo lahko nasadili celice na plošče z inserti, smo na začetku postopali enako kot pri 
presajanju celic, ki je natančneje opisano v poglavju 3.7.6. Ugotovljeno je bilo, da pride 
največkrat do okužbe ravno pri rokovanju s ploščami, zato smo temu delu namenili 
posebno pozornost. Odstranili smo medij v gojilni steklenici in dodatno sprali celice, s 
čimer smo odstranili preostale mrtve celice. Celice smo odlepili, centrifugirali in 
resuspendirali v želenem volumnu medija. Nastalo celično suspenzijo smo dobro premešali 
in jo skupaj s kontrolo pripravili za štetje celic. Sledilo je štetje na aparatu ViCell. Na 
podlagi podatkov o številu celic smo preračunali, kolikšen volumen celičnega medija in 
celične suspenzije potrebujemo za nasaditev celic na ploščo. Za to smo v novi centrifugirki 
pripravili ustrezno celično suspenzijo, ki smo jo nato nanašali na ploščo. Po pripravi 
celične suspenzije za nanos smo pripravili plošče z inserti. V spodnji del plošče smo s 
pipeto nanesli 22 mL rastnega medija, v luknjice z membrano pa smo s pipeto dodali 400 
µL celične suspenzije. Pred začetkom nanašanja smo celično suspenzijo dobro premešali in 
s tem zagotovili njeno homogenost. Po nanosu smo ploščo prekrili s pokrovom. Nanj smo 
nato zabeležili ime celic, pasažo, nasaditveno gostoto (št. celic/cm2), datum, zaporedno 
številko pripravljene plošče (1 ali 2) in inicialke imena.  
  
Slika 6: Plošča z insertom s PET membranami 
Pod invertnim svetlobnim mikroskopom smo preverili nanos celic na plošče. Plošče smo 
prenesli v inkubator, kjer smo jih gojili naslednje 3 tedne. Po nasaditvi celic na plošče smo 
trikrat do štirikrat na teden, menjali medij v spodnjem razdelku plošče. S tem smo 
zagotovili optimalno rast celic. Po menjavi medija ali pred njo smo rast celic in morebitne 
spremembe spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom Olympus CK X 41. Dan po 
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nasaditvi celic na plošče smo vzpostavili A-L pogoje gojenja celic. A-L pogoje smo 
vzpostavili dan po nasaditvi celic tako, da smo odstranili medij iz apikalne strani celic.  
3.7.8 Opazovanje rasti celičnih kultur 
Celice smo med celotnim postopkom gojenja redno spremljali in dokumentirali s pomočjo 
svetlobnega invertnega mikroskopa. Ocenili smo rast, uspešnost nasaditve in pritrjevanje 
celic na podlago. Po vsaki menjavi medija ali pred njo smo ocenili stopnjo konfluence. Ta 
je bila ključnega pomena, ko smo se odločali, kdaj bomo celice presadili ali zamrznili. 
Pozorni smo bili na kakršnekoli tujke, spremembe celične morfologije ali rasti celic, delež 
živih in mrtvih celic in spremembe medija, ki bi lahko nakazovale na okužbo celične 
kulture. Mrtve celice smo od živih ločili po tem, da so se odlepile od podlage in prosto 
plavale v mediju. Pod mikroskopom smo jih lahko prepoznali kot prosto plavajoče pike. 
3.7.9 Zamrznitev celic 
Celice je treba za namen dolgoročnega shranjevanja in možnosti kasnejše uporabe 
zamrzniti. Zamrznjene celice shranjujemo v zamrzovalnem mediju, ki je sestavljen iz 
različnih razmerij krioprotektanta, seruma, lahko pa je dodan tudi celični medij. V našem 
laboratoriju smo celice shranjevali v mešanici DMSO in FBS v razmerju 1:9. Priporočena 
gostota zamrznitve je bila okoli 2 × 106 celic/mL. Pred zamrznitvijo smo celice najprej 
ustrezno pripravili. Odsesali smo medij in celice spirali z manjšo količino medija. S tem 
smo odstranili mrtve celice in zagotovili večjo živost zamrznjenih celic. Sledila je 
odlepitev celic od podlage s TrypLE Select. Od celične usedline smo previdno odstranili 
supernatant, celice resuspendirali v želenem volumnu medija in jih prešteli. Celice smo 
ponovno centrifugirali, odstranili supernatant in jih resuspendirali v vnaprej pripravljeni 
raztopini DMSO v FBS v razmerju 1:9. 1 mL mešanice smo s pipeto prenesli v krioviale. 
Krioviale s celicami smo hitro prenesli v posebno shranjevalno posodo z izopropanolom in 
shranili v zamrzovalniku na –80 °C. Naslednji dan smo krioviale prenesli v skrinjo s 
temperaturo –150 °C. 
3.7.10 Merjenje transepitelijske električne upornosti  
Za oceno primernosti gojenih celic na ploščah z inserti in oceno ohranitve integritete med 
poskusom smo pred začetkom poskusa in po njem izmerili transepitelijsko električno 
upornost (TEER). Pred meritvijo TEER smo na bazolateralno stran celic dodali 800 µL 
segretega DP, previdno dodali insert s celicami in na apikalno stran dodali 400 µL DP. 
Sledila je 15-minutna inkubacija celic. Pred meritvijo smo z iglo predrli vse nastale 
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mehurčke, ki so nastali med pipetiranjem. S tem smo zmanjšali možnost nepravilne 
meritve. Meritev smo opravili na aparatu Rems AutoSampler.  
 Pod enakimi pogoji in po enakem postopku smo opravili tudi dodatno meritev 
upornosti same plošče z membrano brez celic. TEER posameznih celic na insertih smo 
izračunali po enačbi 2. Pri izračunu smo upoštevali rastno površino, ki je bila na voljo za 
tvorbo celičnega sloja (0,7 cm2). Izmerjenim vrednostim posameznih celičnih linij smo 
predhodno odšteli vrednost praznih plošč z inserti (𝑇𝐸𝐸𝑅𝑝𝑙𝑜šč𝑒). Ta je znašala 160 Ωcm
2.  
                                    𝑇𝐸𝐸𝑅 = (𝑇𝐸𝐸𝑅𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 − 𝑇𝐸𝐸𝑅𝑝𝑙𝑜šč𝑒) ∗ 0,7                                 (2) 
3.7.11 Ocenitev ohranitve celične integritete in vitalnosti z lucifer rumenim 
Za oceno ohranitve, spremljanje integritete celičnega sloja in oceno celične živosti smo 
izvedli poskus s spojino LY. Pripravili smo delovno raztopino LY, ki je med poskusom 
služila kot donorska raztopina. Raztopino smo pred uporabo hranili v temi in pred uporabo 
segreli v inkubatorju. Na novo ploščo smo v spodnje razdelke nanesli 800 µL delovnega 
pufra, ki je služil kot akceptorska raztopina, dodali insert s celicami in na zgornjo stran 
nanesli 400 µL delovne raztopine LY. Sledila je 60-minutna inkubacija v CO2 celičnem 
inkubatorju. Po 60 minutah smo vzorčili raztopino na spodnji strani (akceptorska 
raztopina) in jo prenesli na črno mikrotitrsko ploščo za merjenje fluorescence. V kolikor 
smo vzorčili kakšno minuto kasneje, smo to zabeležili in upoštevali pri izračunu. Vzorčili 
smo 100 µL akceptorske raztopine. Na ploščo za merjenje smo dodali tudi raztopine za 
umeritveno krivuljo (UK) LY. Izmerili smo fluorescenco s čitalcem za mikrotitrske plošče 
pri ekscitacijski valovni dolžini 438 nm in emisijski valovni dolžini 540 nm.   
3.7.12 Predpriprava celičnih linij Calu-3 in RPMI 2650 za poskus 
Pred poskusom smo z invertnim svetlobnim mikroskopom ocenili stanje, stopnjo 
preraščenosti in ovrgli možnost okužb ali poškodb celic. Če smo opazili, da so celice v 
kateri izmed jamic poškodovane, smo si to zabeležili in kasneje upoštevali pri interpretaciji 
rezultatov. V kolikor celice niso bile poškodovane ali vidno kontaminirane, smo 
nadaljevali s predpripravo na poskus. V 15-mililitrske centrifugirke smo vzorčili 2–3 mL 
rastnega medija iz bazolateralne strani membrane. Centrifugirke smo primerno označili in 
jih shranili za kasnejši test prisotnosti okužbe z mikoplazmami. Celicam smo odstranili 
medij in jih spirali z DP. V spodnjo ploščo smo dodali 800 µL DP, vanj prenesli insert s 
celicami in na zgornjo stran dodali 300 µL DP. Celice smo narahlo pretresli in previdno 
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odlili DP. S postopkom smo vsaj 2-krat popolnoma odstranili medij, ki bi lahko neugodno 
vplival na pogoje izvedbe poskusa permeabilnosti.  
3.7.13 Poskus permeabilnosti 
Pred izvedbo poskusa permeabilnosti smo najprej pripravili preiskovane učinkovine. 
Nosne kapljice in pršila za nos smo zbrali v steklenih čašah. Pred aplikacijo smo jih dobro 
pretresli, pri pršilih pa dodatno izpihali potrebno število izpihov in tako dosegli homogen 
in reprezentativen izpih (ang. priming). Za poskus smo pršila in kapljice za nos še dodatno 
10-krat redčili z DP. Čaše smo primerno označili, prekrili z aluminijasto folijo in tako 
preprečili kontaminacijo vzorcev med rokovanjem. Za pripravo standardnih raztopin 
preiskovanih učinkovin smo natehtali ustrezne količine in jih raztopili v mediju (DP, 
DMSO, MeOH). Iz založnih raztopin smo nato pripravili manj koncentrirane delovne 
raztopine. Priprava standardnih raztopin je podrobneje predstavljena v tabeli V. 
 Za poskus smo uporabili celice, ki smo jih predhodno gojili 19–23 dni. Za vsak 
poskus smo hkrati uporabili dve plošči s celicami: eno ploščo s celično linijo RPMI 2650 
in drugo s celično linijo Calu-3. Pred poskusom smo ocenili primernost celic za uporabo v 
poskusu ter odstranili gojitveni medij s spiranjem. Za oceno celične integritete smo 
izmerili TEER.  
 
Slika 7: Primer sheme nanosa donorskih raztopin 
Za poskus smo novo nosilno inkubacijsko ploščo primerno označili in na spodnji strani 
dodali 800 µL delovnega pufra (akceptorski medij). Na apikalno stran smo nanesli po 100–
400 µL preiskovanih vzorcev, ki so v poskusu služili kot donorske raztopine. Primer 
nanosa donorskih raztopin v štirih ponovitvah oz. paralelah je prikazan na sliki 7. Pred 
meritvijo smo z iglo predrli vse nastale mehurčke, ki so nastali med pipetiranjem. 
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Mehurčki bi lahko vplivali na površino, ki je bila v stiku z donorsko in akceptorsko 
raztopino, kar bi lahko vplivalo na količino vzorca, ki je prehajala skozi celično 
membrano. Vzorce smo na celice nanašali v razmaku od 10 do 15 sekund. Ko smo dodali 
prvo donorsko raztopino, smo začeli meriti tudi čas. Celice smo med vzorčenji inkubirali v 
CO2 celičnem inkubatorju. Sledilo je vzorčenje akceptorske raztopine na bazolateralni 
strani membrane v 30., 60., 90., 120. in 180. minuti s spodnje strani celične membrane. V 
180. minuti smo vzorčili tudi donorsko raztopino. S tem smo preverili, ali je prišlo do 
izgube učinkovine med poskusom (vezava na steno inserta idr.), akumulacije v celicah, 
kontaminacije ali drugih sprememb donorske raztopine med poskusom. Vzorčili smo po 
vrstnem redu, ki je bil enak vrstnemu redu nanosa donorskih raztopin v razmaku od 10 do 
15 s. Pred vzorčenjem smo s pipeto večkrat premešali akceptorsko raztopino in tako 
zagotovili čim bolj reprezentativen vzorec v posamezni časovni točki. Volumen vzorčenja 
je bil 100 µL za akceptorsko in od 10 do 100 µL za donorsko raztopino. V kolikor smo 
vzorčenje opravili kakšno minuto kasneje, smo zabeležili točen čas odvzema in ga kasneje 
upoštevali pri izračunu rezultatov. Da smo ohranili konstanten volumen akceptorske 
raztopine, smo po vzorčenju nadomestili volumen, odvzet v vsaki časovni točki, z enako 
količino DP. Tako je bil med celotnim poskusom volumen akceptorske raztopine 
konstanten. Vzorčili smo vnaprej pripravljene mikrotitrske plošče s 96 jamicami, na katere 
smo položili filter plošče s PVDF 0,22 µm membrano. Filter je bil namenjen filtraciji 
vzorcev pred UHPLC analizo. Donorske raztopine smo med vzorčenjem 5-krat redčili z 
DP. Hkrati smo pripravili tudi standardne raztopine posameznih učinkovin za pripravo 
umeritvene krivulje (UK). Te smo pripravili na posebni plošči in jih nato s pipeto prenesli 
na ploščo z vzorci za UHPLC analizo.  
 Plošče s preostalo količino akceptorskih raztopin smo po končanem poskusu 
permeabilnosti obdržali, jih prekrili z zaščitno folijo in shranili v zamrzovalni skrinji pri –
20 °C za LDH test citotoksičnosti spojin, ki je opisan v poglavju 3.7.17. Po poskusu smo 
celicam ponovno izmerili TEER. Celice smo pred meritvijo večkrat spirali z DP in 
odstranili ostanke preiskovanih vzorcev. Spiranje in meritev TEER smo izvedli po enakem 
postopku kot pred poskusom. Po končanem poskusu permeabilnosti smo opravili dodaten 
test za oceno celične integritete z raztopino LY po postopku v poglavju 3.7.12. Ta nam je 
dal natančnejšo oceno ohranitve integritete celičnega sloja in celične vitalnosti.  
 Zbrane vzorce smo pred UHPLC analizo dodatno prefiltrirali skozi 0,22 µm filter z 
vakuumskim sistemom za filtracijo vzorcev na mikrotitrskih ploščah. Na tej točki smo 
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vzorce po potrebi pred filtracijo še dodatno redčili. V kolikor analiza ni bila izvedena na 
dan poskusa, smo vzorce do analize hranili v hladilniku pri temperaturi 4–8 °C. 
3.7.14 UHPLC analiza vzorcev 
Analiza vzorcev je potekala z metodo tekočinske kromatografije ultravisoke ločljivosti 
UHPLC. Nastavitve posameznih analiz so predstavljene v tabeli V. 
Tabela V: Nastavitve UHPLC analiz 
Spojina Faza Kolona 
Valovna 
dolžina 
detekcije (nm) 
Pretok 
(mL/min) 
Retencijski 
čas (min) 
azelastin A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3,0 
B: ACN 
Kinetex C18 
100A 
2,6 µm 
50 x 2,1mm 220 0,5 1,2 
budezonid A: natrijev fosfatni 
pufer s pH = 3,2 (70 
%)  
B: ACN (30 %) 
Acquity BEH 
C18  
1,7 µm 
50 x 2,1 mm 254 0,8 
Epimera A: 
2,3 
Epimera B: 
2,5 
dekspantenol (+ 
ksilometazolin) 
A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3 
B: ACN 
Kinetex C18 
100A  
02,6 µm 
50 x 2,1 mm 220 0,4 0,445 
ksilometazolin (+ 
dekspantenol) 
A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3 
B: ACN 
 
Gradient A:B (%) 
0,5 min   95:5 
2,5 min   40:60 
3,0 min   40:60 
3,7 min   95:5 
4,0 min   95:95 
Kinetex C18 
100A  
2,6 µm 
50 x 2,1 mm 220 0,4 2,75 
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ksilometazolin A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3 
B: ACN 
 
Gradient A:B (%) 
0,5 min   95:5 
2,5 min   40:60 
3,0 min   40:60 
3,7 min   95:5 
4,0 min   95:96 
Kinetex C18 
100A  
2,6 µm 
50 x 2,1 mm 220 0,5 0,6 
levokabastin A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3,0 (65 
%) 
B: ACN (35 %) 
Acquity BEH 
C18  
1,7 µm 
50 x 2,1 mm           220       0,3         1,3 
nafazolin A: fosfatni pufer s 
pH = 2,8 (70 %) 
B: MeOH (30 %) 
Acquity BEH 
C18  
1,7 µm 
50 x 2,1 mm           280       0,3         2,241 
oksimetazolin A: amonijev fosfatni 
pufer s pH = 3 (70 
%) 
B: ACN (30 %) 
Kinetex C18 
100A  
2,6 µm 
50 x 2,1mm           220       0,5         0,45 
triamcinolon A: MiliQ 35 % (35 
%) 
B: ACN 65 % (65 
%) 
HSS C18  
1,7 µm 
50 x 2,1 mm, 
1,7 µm           254       0,3         0,55 
3.7.15 Test za dokazovanje prisotnosti mikoplazem 
Okužba z mikoplazmami je z organoleptičnim in mikroskopskim pregledom kultur in celic 
nezaznavna, zato smo za njeno dokazovanje uporabili komercialno dostopen detekcijski 
komplet MycoAlertTM PLUS Mycoplazma Detection Kit proizvajalca Lonza (slika 8). 
Prisotnost mikoplazem smo preverili v rastnem mediju, ki smo ga odvzeli na dan poskusa 
permeabilnosti. Vzorčili smo 2 mL hranilnega medija. Pred izvedbo poskusa smo vse 
reagente segreli na sobno temperaturo. Sledilo je rekonstruiranje liofiliziranega 
MycoAlertTM PLUS Reagent in MycoAlertTM PLUS Substrate v MycoAlertTM PLUS 
Assay Buffer. Po pripravi smo počakali 15 minut, da smo zagotovili popolno rehidracijo 
reagentov. Na mikrotitrske plošče za merjenje luminiscence smo nanesli po 100 µL 
celičnega medija. K mediju smo dodali 100 µL MycoAlertTM PLUS Reagent. Po 5-minutni 
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inkubaciji smo opravili prvo meritev luminiscence (meritev A). K vsakemu vzorcu smo 
nato dodali 100 µL MycoAlertTM PLUS Substrat in počakali 10 minut. Opravili smo drugo 
meritev luminiscence (meritev B). Meritvi smo dodali tudi negativno in pozitivno kontrolo. 
Negativna kontrola je namesto celičnega medija vsebovala 100 µL deionizirane vode, 
pozitivna pa MycoAlertTM Positive Control.  
 
Slika 8: Reagenčni komplet, mikrotitrska plošča in izvedba testa na prisotnost mikoplazem 
Sledil je izračun razmerja med meritvijo B in meritvijo A (meritev B/meritev A). Rezultat 
smo interpretirali glede na dobljeno razmerje, ki je predstavljeno v tabeli VI. 
Tabela VI: Vrednotenje rezultatov testa na prisotnost mikroplazem 
 
 
3.7.16 LDH test citotoksičnosti 
Za oceno citotoksičnosti posameznih preiskovanih spojin in formulacij za nosno aplikacijo 
smo uporabili reagenčni komplet The Thermo ScientificTM Pierce LDH Citotoxicity Assay 
Kit. Pripravili smo DP, ki smo ga uporabili kot vzdrževalni medij za celice in akceptorski 
Razmerje (meritev B/meritev A) Interpretacija rezultata 
< 1 
negativen rezultat – mikoplazme v vzorcu niso 
prisotne. 
1–1,2 
mejni rezultat: 
–- celice hrani naslednjih 48 ur in ponovno 
izvedi test 
– uporabi alternativni pristop testiranja z 
redčenjem 
> 1,2 
pozitiven rezultat – kontaminacija vzorca z 
mikoplazmami. 
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medij. Priprava je opisana v poglavju 3.6.2. Prav tako smo pripravili sterilno vodo in 
reagenčne mešanice, ki smo jih za namen poskusa aplicirali na celice: 
• mešanica A (maksimalna LDH aktivnost) = 600 µL 10 × Lysis Buffer + 6 mL 
delovnega pufra (razmerje 1:10); 
• mešanica B (2-kratna maksimalna aktivnost LDH) = 600µL 10 × Lysis Buffer + 3 
mL delovnega pufra (razmerje 1:5); 
• mešanica C (spontana LDH aktivnost) = 600 µL sterilne H2O + 6 mL delovnega 
pufra (razmerje 1:10). 
Sledila je priprava za poskus, in sicer celic, ki so rasle na insertih z membrano. Celične 
linije za pridobitev negativne in pozitivne kontrole ter maksimalne vrednosti LDH so bile 
gojene pod enakimi pogoji, z enako nasaditveno gostoto in enako število dni kot celice, ki 
smo jih uporabili za poskus permeabilnosti. Spiranje in vizualna ocena celic je opisana v 
poglavju 3.6.13. Celice smo lizirali in tako ocenili maksimalno sproščanje LDH iz celic 
RPMI 2650 in Calu-3. Na ploščo smo na bazolateralno in apikalno stran dodali reagenčne 
mešanice ali DP po shemi, predstavljeni na sliki 9. 
  1 2 3 4 5 6 
  Zgoraj Spodaj Zgoraj Spodaj Zgoraj Spodaj Zgoraj Spodaj Zgoraj Spodaj Zgoraj Spodaj 
A 
A  
180 min 
A      
180 min 
A  
180 min 
A  
180 min 
A  
180 min 
A  
180 min 
A  
45 min 
A  
45 min 
A  
45 min 
A  
45 min 
A  
45 min 
A  
45 min 
B 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
B  
45 min 
B  
45 min 
B  
45 min 
B  
45 min 
B  
45 min 
B  
45 min 
C 
C  
180 min 
C  
180 min 
C  
180 min 
C  
180 min 
C  
180 min 
C  
180 min 
C  
45 min 
C  
45 min 
C  
45 min 
C  
45 min 
C  
45 min 
C  
45 min 
D 
A  
45 min 
DP  
180 min 
B  
45 min  
DP  
180 min 
C  
45 min  
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
DP  
180 min 
Slika 9: Shema nanosa reagenčnih mešanic A, B in C ter DP za izvedbo testa LDH 
Volumen nanosa je bil 800 µL na bazolateralni strani celic in 100 µL na apikalni strani 
celic. Poskus je trajal 180 minut. V polja z oznako A 180 min, B 180 min in C 180 min 
smo na začetku poskusa ob času 0 dodali 800 µL reagenčnih mešanic A, B, C ali DP in jih 
pustili nanesene med celotnim poskusom. V polja z oznako A 45 min, B 45 min in C 45 
min smo najprej dodali DP, po 135 minutah odstranili DP in za zadnjih 45 minut dodali 
reagenčne mešanice A, B ali C. Med poskusom smo celice z nanešenimi reagenčnimi 
mešanicami hranili v CO2 inkubatorju. Ob koncu poskusa smo vzorčili 50 µL raztopine s 
spodnje strani na mikrotitrsko ploščo Costar. Dodatno vzorčenje smo opravili v 45. minuti, 
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in sicer za celice, ki so bile izpostavljene mešanici C. Pripravili smo reagente, potrebne za 
izvedbo poskusa.  
• Reaction Mixture: v 11,4 mL ultračiste vode smo raztopili 1 vialo liofilizata 
Substrate Mix. Reakcijsko mešanico smo pripravili z dodatkom 0,6 mL Assay 
Buffer k 11,4 mL Substrate Mix. Mešanico smo narahlo premešali in do uporabe 
zaščitili pred svetlobo. Reakcijsko mešanico smo hranili v zamrzovalni skrinji na –
20 °C. 
• 1x LDH Positive Control: 1 µL LDH Positive Control smo razredčili v 10 mL 
HBSS. Pripravljeno pozitivno kontrolo smo hranili v zamrzovalni skrinji na -20°C. 
Na vsako mikrotitrsko ploščo z vzorci smo dodali tudi 50 µL pozitivne kontrole (ang. LDH 
Positive Control) in negativno kontrolo. Kot negativna kontrola sta služili reagenčni 
mešanici C in DP. Zbrane vzorce na mikrotitrski plošči smo testirali po protokolu, 
opisanem v uporabljenem reagenčnem kompletu. K 50 µL vzorca smo dodali 50 µL 
Reaction Mixture in s tapkanjem nežno premešali. Ploščo smo inkubirali 30 minut v temi. 
Na koncu inkubacije smo dodali Stop Solution, s katerim smo zaustavili reakcijo. Izmerili 
smo absorbanco pri 490 nm in 680 nm s čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Infinite 
M1000.  
 Za oceno citotoksičnosti, ki so jo povzročile preiskovane spojine in nosne 
formulacij, smo naredili poskus na prisotnost LDH v celičnem mediju vsake vdolbinice, ki 
smo ga shranili po vsakem poskusu. Plošče z medijem smo do poskusa hranili v 
zamrzovalni skrinji na –20 °C in jih pred poskusom odtalili na sobno temperaturo. Pri 
preračunu smo uporabili vrednosti akceptorskih medijev spojin in akceptorske medije LDH 
poskusa obeh celičnih linij, ki so bili izpostavljeni enemu ciklu zamrzovanja in 
odtajevanja. Ker smo pri prvem poskusu dobili visoke vrednosti odmerjene absorbance za 
maksimalno aktivnost LDH (vrednosti nad 1), smo za poskus s spojinami nekatere vzorce 
5-krat redčili. Poskus smo izvedli po postopku, ki je opisan v zgornjem odstavku. Od 
absorbanc, izmerjenih pri valovni dolžini 490 nm, smo odšteli absorbanco, izmerjeno pri 
680 nm. Stopnjo citotoksičnosti posameznih spojin in formulacij smo izračunali po enačbi 
3. 
𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑘𝑠𝑖č𝑛𝑜𝑠𝑡 (%) =
(LDH aktivnost celic spojin − spontana LDH aktivnost)
(maksimalna LDH aktivnost − spontana LDH aktivnost)
              (3) 
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LDH aktivnost celic spojin. . . LDH aktivnost celic, ki so bile izpostavljene preiskovanim 
spojinam v poskusu permeabilnosti 
Spontana aktivnost . . . LDH aktivnost celic, izpostavljenim DL (DL 180 min) 
Maksimalna aktivnost. . . LDH aktivnost celic izpostavljenim mešanici A (A 180 min) 
3.8 Izračun navideznega koeficienta permeabilnosti 
3.8.1 Difuzijski zakon ali 1. Fickov zakon 
Za izračun permeabilnostnega koeficienta smo uporabili enačbo, ki temelji na difuzijskem 
zakonu, imenovanem tudi 1. Fickov zakon. Zakon opisuje transport oziroma 
porazdeljevanje učinkovin in pravi, da je gostota masnega toka enaka koncentracijskemu 
gradientu. Razmerje med njima opiše difuzijska konstanta. Temelji na predpostavki, da je 
koncentracija učinkovine na obeh straneh membrane konstantna. Zaradi tega se vzpostavi 
konstanten pretok, ki zagotavlja vzpostavitev termodinamskega ravnovesja. Difuzijski 
zakon opisuje enačba 4. 
J =
1
A
dQ
dt
= −D
dC
dx
                                                    (4) 
J. . . difuzijski pretok na površinsko enoto (mol/(s cm 2)) 
A. . . difuzijska površina (cm2) 
Q. . . količina snovi, ki prehaja (mol) 
t. . . čas (s) 
D. . . difuzijska konstanta (cm2/s) 
C. . . koncentracija učinkovine (mol/L) 
x. . . debelina membrane (cm) 
dC/dx . . . koncentracijski gradient 
3.8.2 Izračun navideznega koeficienta permeabilnosti v praksi 
Za izračun molarnih koncentracij pri poskusu smo najprej izračunali količino snovi v 
posameznih časovnih točkah, ki so difundirale skozi celično membrano po enačbi 5. 
 
𝑄𝑡 = 𝐶𝐴 ∙ 𝑉𝐴 + ∫ 𝑉𝑣 ∙ 𝐶𝑖
𝑁−1
𝑖=1
                                          (5) 
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Q(t). . . množina snovi, ki difundira iz donorske v akceptorsko raztopino skozi membrano v 
odvisnosti od časa (mol) 
𝑉𝑣. . . volumen vzorčenja akceptorske raztopine med poskusom (L) 
𝐶𝑖(𝑡). . . molarna koncentracija snovi, izmerjena na akceptorski strani v predhodnih 
vzorcih (mol/L) 
VA. . . volumen akceptorske raztopine (L) 
CA(𝑡). . . molarna koncentracija snovi na akceptorski strani ob času t (mol/L) 
 
Ker v praksi ne poznamo vseh lastnosti celične membrane, njene lastnosti (debelino 
celičnega sloja, koncentracijo učinkovine v membrani, porazdelitveni koeficient med 
medijem in membrano) povzamemo z navideznim koeficientom permeabilnosti ali P𝑎𝑝𝑝. 
P𝑎𝑝𝑝 povežemo z difuzijskim pretokom z enačbo 6. 
 
𝐽 = P𝑎𝑝𝑝 ∙ (𝐶𝐷 − 𝐶𝐴 )                                                                            (6) 
 
𝐶𝐷. . .  koncentracija na donorski strani membrane 
𝐶𝐴 . . . koncentracija na akceptorski strani membrane 
 
Ker je koncentracija na akceptorski strani mnogo nižja od tiste na donorski in ne preseže 
10 % vrednosti koncentracije donorske strani, privzamemo, da je razlika v koncentracijah 
enaka 𝐶𝐷. To izrazimo z enačbo 6. 
𝐽 = P𝑎𝑝𝑝 ∙ 𝐶𝐷                                                         (7) 
 
Na podlagi količine snovi, ki je difundirala v določenem času, smo izračunali difuzijski 
pretok (enačba 8). 
J =
1
A
dQ
dt
=
1
𝐴
∙ 𝑘𝐷                                                    (8) 
 
𝑘𝐷 . . . difuzijska konstanta, ki ponazarja naklon količine spojine, ki je difundirala skozi 
celični sloj v odvisnosti od časa 
 
Navidezni koeficient permeabilnosti smo izračunali po enačbi 9. 
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P𝑎𝑝𝑝 = 𝑘𝐷
1
𝐴∙𝐶𝐷
                                                     (9) 
 
Pri izračunu smo upoštevali točke v linearnem delu premice na grafu, ki prikazuje 
naraščanje količine difundirane spojine v odvisnosti od časa. Prav tako pri izračunu nismo 
upoštevali točke 0, saj ob času nič še ni vzpostavljen transport učinkovine z donorske na 
akceptorsko stran membrane. Linearnost je bila prvi pogoj, ki smo mu morali zadostiti pri 
uporabi rezultatov posameznega celičnega sloja. V kolikor smo pri rezultatih za 
posamezno preiskovano formulacijo ali pripravljeno raztopino ZU opazili velik standardni 
odklon ali STD, smo primernost posameznih celičnih slojev potrdili z dodatnimi 
označevalci integritete celičnega sloja. Ustreznost celičnega sloja med poskusom smo 
ocenili z meritvijo TEER pred poskusom permeabilnosti in po njem. Integriteto smo po 
poskusu dodatno ovrednotili še s prehajanjem paracelularnega označevalca lucifer rumeno. 
Pri izračunu smo upoštevali celice, ki so zadostile pogoju linearnosti in vsaj enemu izmed 
kriterijev označevalcev integritete celičnega sloja. Izključili smo tudi celice, ki so bile že 
na videz poškodovane. Primer je s prostim očesom vidno poškodovan celični sloj z 
opaznimi praznimi območji brez celic na PET membrani. 
3.9 Statistična obdelava podatkov 
Da bi ugotovili, ali so razlike med vzorci signifikantne, smo podatke statistično obdelali v 
orodju Excel. Za primerjavo dveh vzorcev smo najprej testirali homogenost varianc. 
Izračunali smo varianci vsakega vzorca, nato pa s pomočjo F-testa ugotovili, ali se varianci 
signifikantno razlikujeta. Na podlagi rezultatov F-testa smo uporabili T-test za dva 
neodvisna vzorca ali T-test za neodvisna vzorca z različnimi variancami ali Behrens-
Fisherjev test. Tako smo primerjali in ovrednotili rezultate med standardnimi raztopinami 
in formulacijami, redčenimi in neredčenimi formulacijami, enakimi zdravili različnih 
jakosti ali med seboj primerjali enako zdravilo v obliki kapljic in pršila. Kadar smo želeli 
med sabo primerjati več Papp vrednosti različnih formulacij, smo uporabili enosmerni 
ANOVA test, s katerim smo testirali povprečje treh ali več povprečnih Papp vrednosti med 
seboj. To smo uporabili, kadar smo želeli ovrednotiti, ali obstaja razlika med standardno 
raztopino, redčeno in neredčeno formulacijo in med različnimi zdravili, ki vsebujejo enako 
zdravilno učinkovino. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Gojenje in rast celičnih linij RPMI 2650 in Calu-3 
Za celični model nosnega epitelija smo izbrali humano epitelijsko celično linijo RPMI 
2650 nosnega izvora in celično linijo Calu-3, ki velja za reprezentativen celični model 
pljučnega in alternativen model nosnega epitelija. Alternativna uporaba je mogoča zaradi 
podobnih morfoloških in funkcijskih značilnosti nosnega in respiratornega epitelija 
spodnjih dihalnih poti ter podobnih karakteristik celičnega modela Calu-3 [10]. Obe liniji 
sta karcinomskega izvora in sta zato nesmrtni. S tem omogočata obsežno pridobivanje in 
proliferacijo celic v več pasažah. Pri vzpostavitvi človeške celične kulture in linije, ki 
predstavlja primerni model za študije celičnega transporta in permeabilnosti, smo zadostili 
številnim dejavnikom, ki zagotavljajo primernost uporabe modela za študije celičnega 
transporta in permeabilnosti. To so tvorba tesnih stikov, konfluentnost celic, primernost 
celične membrane, dobra morfološka diferenciacija, izločanje mukusa in izražanje 
prenašalnih proteinov. Celice smo gojili po predhodno standardiziranem postopku, ki 
zagotavlja visoko celično živost, hitro rast in primerno diferenciacijo celic z dobro 
ponovljivostjo. Postopek je bil predhodno optimiziran v lokalnem laboratoriju za obe 
celični liniji RPMI 2650 [11] in Calu-3 [21]. Celice smo namnožili v steklenicah za 
gojenje celic in v nadaljevanju za namen poskusa permeabilnosti gojili na PET membranah 
na ploščah z inserti po A-L pogoji. Dokazano je, da so tako pridobljene kulture primerne 
za izvedbo poskusov permeabilnosti [11, 17, 21, 23].  
 Rast celic RPMI 2650 v steklenici je prikazana na sliki 10. Celice so prerasle 
površino steklenice v 3–7 dneh. Hitrost rasti in čas, v katerem je bila dosežena konfluenca, 
sta bila odvisna od nasaditvene gostote celic, ki se je gibala med 2 × 103 in 4 × 104 
celic/cm2. Uporabili smo pasaže 31 do 33. 
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a) 1. dan po nasaditvi, posamezne celice         b) 3. dan po nasaditvi, razrast celic 
 
c) 4. dan po nasaditvi, 50 % konfluentnost   d) 6. dan po nasaditvi, 90 % konfluentnost 
Slika 10: Prikaz gojenja celične linije RPMI 2650 v steklenici po dnevih 
Celice smo nato nasadili na plošče z inserti in jih za potrebe poskusa gojili od 19 do 23 dni. 
Gostota nasaditve na inserte z membrano je bila 2 × 105 celic/cm2. Rast celic RPMI 2650 
na ploščah z inserti je prikazana na sliki 11. 
 
a) 4. dan po nasaditvi, posamezne celice         b) 7. dan po nasaditvi, razrast celic 
 
c) 14. dan po nasaditvi                                 d) 21. dan po nasaditvi 
Slika 11: Prikaz gojenja celične linije RPMI 2650 na ploščah z inserti 
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Celice Calu-3 so prerasle površino steklenice v 4–10 dneh. Gostota nasaditve celic se je 
gibala med 3 × 104 in 3,5 × 104 celic/cm2. Rast v steklenici je prikazana na sliki 12. 
Uporabili smo pasaže 22 do 26. 
  
a) 1. dan po nasaditvi, posamezne celice       b) 3. dan po nasaditvi, razrast celic 
 
c) 4. dan po nasaditvi, 50 % konfluentnost  d) 6. dan po nasaditvi, 90 % konfluentnost 
Slika 12: Prikaz gojenja celične linije Calu-3 na ploščah v steklenicah 
Celice smo nasadili na plošče z inserti in jih za potrebe poskusa gojili od 19 do 23 dni. 
Gostota nasaditve na membrano je bila 2 x 105 celic /cm2. Rast celic Calu-3 na ploščah z 
inserti je prikazana na sliki 13. 
  
a) 4. dan po nasaditvi, posamezne celice      b) 7. dan po nasaditvi, razrast celic 
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c) 14. dan po nasaditvi                                 d) 21. dan po nasaditvi 
Slika 13: Prikaz gojenja celične linije Calu-3 na ploščah z inserti 
Rast celic je bila takoj po odvzemu iz zamrzovalne skrinje počasnejša, v prihodnjih 
pasažah pa se je povečala. Počasnejša rast celic v pasaži po odmrznitvi je najverjetneje 
posledica manjše živosti odmrznjenih celic po odtajevanju, prav tako se celice še niso 
popolnoma prilagojene na nove pogoje [11, 21]. Opazili smo, da celice RPMI v steklenici 
rastejo hitreje kot celice Calu-3. Prav tako smo opazili razlike v hitrosti rasti enake celične 
linije v različnih gojilnih steklenicah. Hitrost rasti je odvisna od gostote nasaditve celic. Pri 
večji gostoti nasaditve so celice prej dosegle konfluenco. Prav tako lahko celice v višjih 
pasažah rastejo počasneje, saj pridobijo ali izgubijo določene karakteristike, kar se kaže v 
morfoloških in fizioloških spremembah. Tudi nižja celična živost in prisotnost mrtvih celic 
lahko negativno vpliva na rast. Mrtve celice ob razpadu izločajo številne toksine in 
produkte razgradnje, ki lahko upočasnijo ali zaustavijo rast ali drugače vplivajo na žive 
celice. Izmerjena celična živost je vedno presegala 90 %, zato sklepamo, da ni v večji meri 
vplivala na opažene razlike. Do opaženih razlik bi lahko prišlo zaradi različnega rokovanja 
s celicami med gojenjem in uporabe različnih serij rastnih medijev in FBS, katerega 
sestava lahko še posebej variira. S pregledovanjem celičnih kultur pod mikroskopom smo 
ovrgli tudi možnost kontaminacij celičnih kultur. Na prisotnost okužbe bi prav tako 
nakazovali počasnejša rast celic, sprememba barve medija in moten medij, ki je v primeru 
okužbe posledica odmiranja celic, saj se le-te odlepijo od podlage. Prisotnost bakterijske 
okužbe bi lahko prepoznali tudi po neprijetnem vonju. Ne glede na opažene razlike v rasti 
te ne vplivajo na kasnejšo primernost uporabe celičnih slojev na ploščah z inserti.  
 Po nekaj dnevih na plošči smo pri obeh celičnih linijah opazili produkcijo mukusa, 
ki ga začnejo izločati dobro diferencirane čašaste celice. Pri celicah Calu-3 smo opazili 
večjo produkcijo mukusa kot pri RPMI 2650. In vivo se mukus odstrani s pomočjo 
mukociliarnega očistka, kar pri gojenju in vitro ni bilo mogoče, zato smo ga med gojenjem 
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odstranili s spiranjem apikalne površine celic. Mukus pri in vivo aplikaciji služi tudi kot 
medij za raztapljanje ZU, hkrati pa z mukociliarnim očistkom predstavlja omejitveni faktor 
pri absorpciji. Pri poskusu vpliva mukusa nismo vrednotili, saj smo želeli oceniti 
permeabilnost posameznih ZU in vpliv formulacije čez model nosnega epitelija. Njegov 
vpliv na absorpcijo bi bilo treba okarakterizirati z dodatnimi študijami. 
4.1 Test na prisotnost mikoplazem 
Za zagotavljanje primernosti celičnih kultur smo izvedli tudi test na prisotnost 
mikoplazem, ki veljajo za eno izmed najpogostejših okužb celičnih kultur. Zmanjšana 
stopnja proliferacije je eden prvih znakov okužbe z mikoplazmo. Ker smo razlike v rasti 
med posameznimi celičnimi kulturami opazili tudi med gojenjem, smo pomislili na 
možnost kontaminacije kultur. Prisotnost mikoplazem povzroči spremembe v ekspresiji 
celičnih genov in celičnem odzivu, spremembe v celičnen metabolizmu, spremembe 
celične morfologije, spremembe v sestavi celične membrane, v najhujših primerih pa lahko 
privede do degradacije in celične smrti [26, 27]. Našteto lahko vpliva tako na delovanje 
celic kot tudi na zmožnost prehajanja učinkovin skozi celični sloj, celično integriteto in 
celično živost, ki so ključnega pomena pri določevanju permeabilnosti učinkovin. V 
postopke gojenja smo zato vpeljali dodatne preventivne ukrepe, s katerimi smo zagotovili 
sterilnost naših kultur (uporaba protimikoplazemskih sredstev). Striktno smo se držali vseh 
priporočil za zagotavljanje aseptičnih pogojev dela in ohranjanje sterilnosti laboratorijske 
opreme. S testom smo ovrgli prisotnost okužbe, zato lahko izključimo vpliv mikoplazem in 
potrdimo uspešnost vpeljanih preventivnih ukrepov za preprečitev kontaminacije celičnih 
kultur z mikoplazmami. Rezultati hitrega biokemičnega testa so prikazani v tabeli VII.  
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Tabela VII: Rezultat testa na prisotnost okužbe z mikoplazmami 
Vzorec Meritev A Meritev B Meritev B/Meritev A Rezultat 
RPMI 2650 p34 368 242 0,65 negativen 
Calu-3 p24 1. plošča 2673 1893 0,71 negativen 
Calu-3 p22 1. plošča 209 153 0,73 negativen 
Calu-3 p22 2. plošča 1206 1134 0,94 negativen 
Calu-3 p25 988 873 0,88 negativen 
Calu-3 p31 1550 798 0,51 negativen 
RPMI 2650 28,5 342 184 0,54 negativen 
Calu-3 p24 1. plošča 518 323 0,62 negativen 
RPMI 2650 p33 1. plošča 2437 1358 0,56 negativen 
Calu-3 p24 1. plošča 1520 864 0,57 negativen 
RPMI 2650 p33 2. plošča 3682 1109 0,30 negativen 
RPMI 2650 p31 469 461 0,98 negativen 
RPMI 2650 p33 324 279 0,86 negativen 
MiliQ voda 796 96 0,12 negativen 
 
4.2 Citotoksičnost spojin  
Citotoksičnost spojin na celični liniji smo testirali s testom LDH. Zanimalo nas je, ali med 
poskusom prihaja do citotoksičnega učinka preiskovanih ZU in/ali formulacij. Nabor 
testiranih formulacij je večji od nabora za oceno permeabilnosti in vključuje zdravila s 
koritkosteroidnimi ZU. Pojav citotoksičnosti bi opozoril na zmanjšano integriteto celičnega 
sloja zaradi poškodbe ali uničenja celic med poskusom permeabilnosti in posledično 
nereprezentativnih Papp vrednosti. Celični modeli za pridobitev negativne in pozitivne 
kontrole ter maksimalne vrednosti LDH so bili gojeni pod enakimi pogoji kot tisti, 
uporabljeni v poskusih permeabilnosti. LDH aktivnosti celičnih linij RPMI 2650 in Calu-3 
so prikazani v tabeli VIII, izračunani odstotek citotoksičnosti formulacij pa v tabeli IX. 
Tabela VIII: Pregled absorbanc parametrov LDH aktivnosti celičnih linij RPMI 2650 in 
Calu-3  
Parameter Absorbanca RPMI 2650 Absorbanca Calu-3 
Max LDH 0,82 1,1 
MAX LDH 5-krat redčen 0,25 0,33 
Spontana aktivnost 0,030 0,015 
Negativna kontrola 0,015 0,015 
Pozitivna kontrola 0,36 0,36 
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Tabela IX: Citotoksičnost preiskovanih formulacij, pridobljena s testom LDH 
Preiskovana formulacija 
Redčenje 
formulacije (x) 
Citotoksičnost 
RPMI 2650 (%) 
Citotoksičnost 
Calu-3 (%) Toksičnost 
Allergodil Acute / 0 0 netoksična 
Allergodil Acute 10 0 0 netoksična 
Apothex Corp / 0 0,05 netoksična 
Apothex Corp 10 0 0 netoksična 
Tafen Sandoz / 0 0 netoksična 
Tafen Sandoz 10 0 0 netoksična 
Maresyl / 0,22 0,05 netoksična 
Maresyl 10 0 0 netoksična 
Benil / 0,01 0 netoksična 
Benil 10 0,03 0 netoksična 
Operil kapljice za otroke / 0 0 netoksična 
Operil kapljice za otroke 10 0 0 netoksična 
Operil kapljice za odrasle / 0,17 0,01 netoksična 
Operil kapljice za odrasle 10 0 0 netoksična 
Operil pršilo za nos / / 0,04 netoksična 
Operil pršilo za nos 10 0 0,08 netoksična 
Perrigo / 0 0 netoksična 
Perrigo 10 0 0 netoksična 
Septanazal 1/50/mL / 0 0 netoksična 
Septanazal 1/50/mL 10 0 0 netoksična 
Septanazal 0,5/50/mL / 0 0,01 netoksična 
Septanazal 0,5/50/mL 10 0 0 netoksična 
Flixonase kapljice za nos / 8,39 0,72 potencialno toksična 
Flixonase kapljice za nos 10 0,24 0,32 netoksična 
Avamys / 3,80 3,15 potencialno toksična 
Avamys 10 0 1,54 netoksična 
Dymista / 10,3 12,1 potencialno toksična 
Dymista 10 0,67 1,00 netoksična 
Flixonase pršilo za nos / 4,66 1,69 potencialno toksična 
Flixonase pršilo za nos 10 1,98 0,73 netoksična 
Omnaris / 6,44 2,40 potencialno toksična 
Omnaris 10 0,91 10,2 potencialno toksična 
Mometazone Sandoz / 7,42 3,69 potencialno toksična 
Mometazone Sandoz 10 0,56 1,60 netoksična 
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Opazili smo upad aktivnosti LDH pri vsakem ciklu zamrzovanja in odtajevanja. V poskusu 
smo uporabili plošče, ki so bile podvržene takemu ciklu. Lahko bi prišlo do 
neprimerljivega zmanjšanja aktivnosti LDH med posameznimi ploščami po zamrzovanju. 
Na zmanjšanje aktivnosti LDH bi lahko vplivala tudi dolžina zamrznitve, torej število dni, 
ko so bile plošče zamrznjene. Predlagamo, da se poskus citotoksičnosti v prihodnje izvede 
že takoj po izvedbi poskusa permeabilnosti, saj se tako izognemo upadu aktivnosti LDH 
zaradi zamrzovanja. Ugotovili smo, da 5-krat redčene akceptorske raztopine niso pokazale 
5-krat nižje aktivnosti LDH. Aktivnost LDH vzorcev ni padala linearno s faktorjem 
redčenja. Na nelinearen odziv na neko vrednost lahko nakazujejo tudi vrednosti absorbance 
nad 1, ki smo jih izmerili pri poskusu s celicami. Vzorci, ki so bili 5-krat redčeni, bi bili 
lahko tako razredčeni, da aktivnost LDH ne bi bila več zaznavna, vendar bi te vrednosti 
imele že zelo nizko prvotno aktivnost LDH, zato menimo, da so rezultati relevantni.  
 Nosna sluznica kaže različno toleranco na spojine, ki so sestavni del nosnih 
formulacij. Pri oceni citotoksičnosti zdravil na nosno sluznico je zato treba upoštevati 
celoten učinek formulacije, tj. toksičnost zdravilne učinkovine in pomožnih snovi. Na to 
lahko vplivajo različne lastnosti formulacije, kot so pH, osmolarnost, ionska moč in 
koncentracija dodanih pufrskih sistemov. Nekatere spojine lahko povzročijo poškodbo 
nosnega epitelija ali vplivajo na mukociliarni očistek preko vpliva na frekvenco utripanja 
cilij. Vpliva na ciliarni očistek nismo vrednotili, saj bi morali upoštevati tudi čas 
zadrževanja formulacij v nosu (20 min), ki je v primerjavi z našim in vitro testom (3 ure) 
bistveno krajši. Lahko bi preverili ciliotoksičnost z merjenjem frekvence utripanja 
cilij/migetalk, kot je to bilo narejeno za nosno pršilo Mommox z ZU mometazonfuroat 
[46]. S poskusom LDH smo vrednotili le ohranjenost celične integritete z merjenjem 
aktivnosti znotrajceličnega encima LDH, ki se sprosti ob poškodbi celic. Rezultati so 
pokazali, da testirane formulacije, uporabljene za oceno permeabilnosti, niso toksične za 
preiskovani celični liniji. Opaziti je bilo možno zelo majhen porast LDH pri nekaterih 
formulacijah. Opaženo bi lahko bilo posledica formulacije ali drugih neponovljivih vplivov 
med poskusom. Ugotovljeno je bilo, da lahko različni konzervansi v nosnih formulacijah 
prispevajo k poškodbi nosnega epitelija in imajo ciliostatski efekt. Dodatek 
benzaklonijevega klorida (BZK), ki je bil prisoten tudi v naših formulacijah v koncentraciji 
0,05–0,1 %, lahko povzroči nosne lezije in vivo pri človeku in in vitro pri podganah [47]. 
Tiomersal, ki je bil del naših formulacij, prav tako povzroči komaj opazen ciliostatski efekt 
[48]. Citotoksičnost lahko povzročijo pufrski sistemi, ki lahko ob nefizioloških vrednostih 
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pH povzročijo poškodbe nosnega epitelija [49]. To je bilo ugotovljeno pri dodatku 
citratnega pufrskega sistema [50]. Citotoksičen učinek lahko povzročijo številni 
pospeševalci absorpcije [51]. Lahko bi prišlo tudi do mehanske poškodbe celic pri 
vzorčenju donorske raztopine iz apikalne strani membrane ali poškodb celic zaradi 
sprememb okolja.  
 Posebno pozornost smo namenili testiranim formulacijam, ki vsebujejo ZU 
azelastin HCl. Ugotovljeno je bilo, da lahko azelastin pri človeku povzroči krvavenje 
nosne sluznice, pekočo bolečino v nosu in povzroči kihanje in vivo [52]. Sklepamo, da sta 
prizadetost integritete celičnega sloja pri naših poskusih in vitro povzročila dodatka 
natrijevega citrata in monohidrata citronske kisline v formulaciji, za katera lahko glede na 
podatke iz literature sklepamo, da imata iritativen učinek [30]. V poskusih drugih avtorjev 
je bila prav tako opažena povečana permeabilnost celične membrane pri aplikaciji 
citratnega pufra [50]. Pri omenjenih neredčenih formulacijah je prišlo do vidne odlepitve 
celic od membrane. Prizadetost integritete celičnega sloja smo dokazali tudi z drastičnim 
padcem izmerjene TEER in visokim Papp koeficientom LY. Pričakovali smo, da bo test 
LDH prav tako pokazal povečano citotoksičnost, vendar temu ni bilo tako. Za porast LDH 
v akceptorski raztopini sta potrebna popolno uničenje celic in zelo prizadeta integriteta 
celične membrane. Takrat pride do sprostitve encima iz celične notranjosti. Možno je, da 
so se celice odlepile od membrane in tako povzročile neprimerno integriteto celičnega 
sloja, hkrati pa ni prišlo do popolnega uničenja in sprostitve LDH, ki bi jo lahko zaznali.  
 Opazili smo višji odstotek citotoksičnosti pri formulacijah, ki vsebujejo 
kortikosteroidne ZU in jih nismo uporabili v poskusih permeabilnosti. Opazili smo, da 
imajo neredčene formulacije višji citotoksični učinek kot neredčene. To nakazuje na 
potencialno citotoksičnost ZU in pomožnih snovi teh formulacij (puferskih sistemov, 
sredstev za uravnavanje pH, konzervansov, surfaktantov, sredstev za povečanje viskoznosti 
idr.). Ker jih nismo uporabili v poskusih permeabilnosti, jih ne bomo podrobneje 
obravnavali. 
 Zaključimo lahko, da so preiskovane formulacije netoksične in iz tega vidika ne 
vplivajo na permeabilnost preiskovanih ZU. Ker gre za zdravila, ki so že dolgo prisotna na 
trgu in se v praksi pogosto uporabljajo, so rezultati pričakovani. Kljub temu bi za potrditev 
morebitnih vplivov preiskovanih formulacij na celično kulturo in nosno sluznico predlagali 
izvedbo dodatnih testiranj, kot so ocena spremembe mukociliarnega očistka, histološke 
preiskave za zaznavanje morfoloških sprememb, merjenje spremembe perfuzije, uporabo 
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in ali ex vivo modelov nosne sluznice ali biokemičnih testov, ki merijo spremembo ali 
sprostitev encimov ali različnih označevalcev. Ugotovljeno je bilo, da v nekaterih primerih 
in vitro rezultati ne sovpadajo s podatki in vivo [51]. In vitro metode nimajo vseh 
karakteristik izvornega organizma, prav tako je bila opažena njihova prenizka občutljivost 
[51]. Pri in vivo uporabi pride tudi do redčenja formulacije z mukusom, kar lahko pomeni 
toksičnost ali prizadetost celičnega sloja in vitro, in vivo pa je izražena v manjši meri ali 
celo neopazna, kot je opaženo v primeru azelastina. Pomisliti je treba tudi na toksičnost 
formulacij, ki se pojavi šele pri dolgoročni uporabi. Dozirne oblike, namenjene večkratni 
uporabi, pogosto vsebujejo konzervanse in stabilizatorje, ki lahko povzročijo toksičen 
efekt. Povzamemo lahko, da je kakršnokoli znanje o citotoksičnosti zdravil, ZU in 
pomožnih snovi za nosno uporabo zelo pomembno pri razvoju izdelkov, ki ne iritirajo 
nosne sluznice, so klinično sprejemljivi in igrajo pomembno vlogo pri napovedovanju 
toksičnosti formulacij, namenjenim za dolgoročno uporabo. 
4.3 Integriteta celičnega sloja 
In vitro celični modeli morajo za izvajanje verodostojnih študij permeabilnosti spojin čim 
bolj posnemati fiziološke karakteristike celic in vivo. Za pridobitev relevantnih in 
zanesljivih rezultatov sta potrebni primerna diferenciacija celic in tvorba tesne bariere. 
Tesnost bariere, ki je odvisna od tvorbe tesnih medceličnih stikov, odraža primerna 
integriteta celičnega sloja. Za oceno integritete smo pred poskusom izmerili 
transepitelijsko električno upornost (TEER) celičnega sloja. TEER je uveljavljena 
kvantitativna tehnika za merjenje integritete dinamike tesnih stikov v modelih celičnih 
kulturah. Eksperimentalno izmerjene vrednosti TEER, ki smo jih izmerili med našim 
delom, so dosegale vrednosti, predstavljene v tabeli X. Celice RPMI 2650 in Calu-3 so po 
treh tednih gojenja dosegale primerljive vrednosti TEER kot pri humanem nosnem in 
pljučnem epiteliju [17, 23, 53]. Celična linija RPMI 2650 je pričakovano dosegala nižje 
vrednosti TEER. Nosni epitelij je prepusten epitelij, kar se kaže v nižjih vrednostih TEER 
v primerjavi s pljučnim epitelijem, ki ga uvrščamo med srednje oziroma manj prepustne 
epitelije. V tabeli X so zbrane vrednosti humanega respiratornega epitelija drugih avtorjev, 
vrednosti celičnih modelov drugih avtorjev in vrednosti, izmerjene med našim 
eksperimentalnim delom.  
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Tabela X: TEER vrednosti humanega epitelija, vrednosti drugih avtorjev, pridobljene iz 
literature, eksperimentalno izmerjene vrednosti 
Celični model/meja zagotavljanja ustrezne 
integritete celičnega sloja TEER (Ωcm2) 
Human nosni epitelij 40–120 [13], [14], [16] 
Gojene celične kulture RPMI 2650  
(vrednosti iz literature) 
70–100 [53] 
41–270 [54]–[56] 
Gojene celične kulture RPMI 2650 
(eksperimentalne vrednosti) 20–120 
Human pljučni epitelij 100–400 Ωcm2 [18], [21]–[23] 
Gojene celične kulture Calu-3  
(vrednosti iz literature) > 400–800 [21] 
Gojene celične kulture Calu-3  
(eksperimentalne vrednosti) 400–890 
 
Z meritvijo TEER pred poskusom in po njem smo dobili vpogled tudi v spremembo 
celične integritete med poskusom. Velik padec TEER je odražal poškodbo celic med 
poskusom ali spremembo integritete celičnega sloja. Pri delu smo opazili padec TEER za 
2–15 % pri celični liniji RPMI 2650 in padec TEER za 15–35 % pri celični liniji Calu-3. 
Kljub padcu upornosti so bile celice še vedno znotraj ustreznih mej. Mejne vrednosti za 
zagotavljanje ustrezne integritete celičnega sloja so predstavljene v tabeli XI. Padec 
upornosti lahko pojasnimo s spremembami pogojev, ki smo jih povzročili med poskusom. 
Celic nismo več hranili v hranilnem mediju, temveč v DP. Na integriteto bi lahko vplivale 
tudi pasaža celic in aplicirane formulacije ali raztopine ZU. Te bi lahko poškodovale 
celice, vplivale na celične stike ali strukture celične membrane. Formulacija lahko vpliva 
tudi preko spremembe osmolarnosti donorske raztopine. V študijah drugih avtorjev je bilo 
dokazano, da dodatek modulatorjev osmolarnosti, ki so bili sestavni del naših formulacij 
(NaCl, manitol in rafinoza), lahko zniža izmerjene vrednosti TEER celične linije Caco-2 
[57]. Dodatek hipertonične raztopine lahko privede do skrčitve celic, saj se voda iz citosola 
celic pomakne v smeri osmotskega ravnotežja, torej ven iz celice. To lahko vpliva na 
tvorbo tesnih stikov in povečano permeabilnost [57]. Ne smemo pozabiti niti na možnost 
poškodbe celic med vzorčenjem in zaradi stresa, ki ga predstavlja pogosto menjavanje 
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okolja. Pri celični liniji RPMI smo včasih opazili porast izmerjene upornosti po poskusu 
napram vrednosti pred poskusom. Predvidevamo, da bi lahko prišlo do tvorbe dodatnega 
sloja aplicirane formulacije na apikalni strani celic (npr. gela ali plasti suspendiranih 
delcev neraztopljene nepolarne učinkovine), ki bi lahko doprinesel k večjim vrednostim 
upornosti. Prav tako bi lahko prišlo do manjših variacij v pogojih meritve TEER. Primer je 
volumen nanesenega DP na apikalni in bazolateralni strani celičnega sloja, ki neposredno 
vpliva na izmerjeno upornost. Vrednost meritev bi lahko malo variirala tudi zaradi 
spremembe temperature DP in inkubacijske plošče. 
Tabela XI: Meje za zagotavljanje ustrezne integritete celičnega sloja 
Celična linija TEER (Ωcm2) LY (cm/s) 
RPMI 2650 ≥ 25 [17] < 7 × 10−6 [17] 
Calu-3 ≥ 250 [23] < 1 × 10−6 [23] 
 
Za dodatno oceno integritete celičnega sloja lahko uporabimo tudi označevalce ničelne 
prepustnosti. Po koncu poskusa smo zato izvedli meritev z lucifer rumenim (LY), ki je 
paracelularni označevalec celične integritete in spada v skupino modelnih spojin z ničelno 
permeabilnostjo [40]. Ker prehaja le skozi tesne stike, smo v primeru prizadetosti 
integritete bariere izmerili povečano permeabilnost LY. Prehajanje LY je bilo pri celični 
liniji Calu-3 skoraj vedno ustrezno, porast smo zaznali pri vidni poškodbi celičnih slojev. 
Pri celični liniji RPMI 2650 je večkrat preseglo mejo ustreznosti, kar je najverjetneje 
posledica tega, da gre za bolj prepusten epitelij. Ostali možni razlogi za povečano 
prehajanje LY so enaki tistim, opisanim pri padcu TEER. Meje za zagotavljanje ustrezne 
integritete so bile postavljene v lokalnem laboratoriju in so predstavljene v tabeli XIII. 
  Ob primerjavi rezultatov TEER s poskusom z LY smo ugotovili, da vrednosti za 
večino celic sovpadajo. V kolikor smo izmerili nizko vrednost TEER, smo zabeležili tudi 
višje vrednosti prehajanja LY. Oboje je nakazovalo na poškodbo celic in prizadeto celično 
integriteto. Obstajali so tudi primeri, ko so bili rezultati kontradiktorni. Nizka vrednost 
TEER ni vedno zagotavljala porasta permeabilnosti LY in obratno. Velja, da je LY boljši 
kazalec integritete kot TEER. Za natančnejši vpogled v integriteto celičnega sloja bi jo 
morali spremljati v celotnem postopku kultivacije in med samim poskusom. Možno bi bilo 
uvesti dodatne meritve TEER in LY v različnih časovnih točkah med gojenjem in 
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poskusom permeabilnosti, vendar bi dodatne meritve TEER pomenile tudi dodatno 
tveganje za okužbo. LY bi lahko dodali k redčenim formulacijam ali pripravljenim 
raztopinam ZU pred začetkom poskusa in spremljali prehajanje LY med poskusom 
permeabilnosti v časovnih točkah vzorčenja preiskovane ZU namesto po poskusu, vendar 
bi to zahtevalo zahtevnejši protokol poskusa. Ker so bili postopki gojenja predhodno 
optimizirani, prav tako je bila pokazana ustrezna integriteta tako pridobljenega celičnega 
sloja, smo se odločili za zgoraj opisan pristop uvedbe označevalcev integritete celičnega 
sloja z manj meritvami. Z dodatnimi meritvami in poskusi bi lahko vplivali na integriteto 
celičnega sloja zaradi pogoste spremembe okolja, čemur smo se želeli izogniti. 
4.4 Določanje permeabilnosti učinkovin 
Za izračun koncentracij smo morali pripraviti ustrezno meritveno krivuljo (UK) za vsako 
preiskovano učinkovino. Vsako testirano formulacijo ali raztopino smo nanesli v 4 
vdolbine z membrano, preraščeno s celicami RPMI 2650 ali Calu-3. Za izračun koeficienta 
navidezne permeabilnosti posameznih učinkovin smo uporabili povprečje naraščanja 
množin in s tem koncentracij na akceptorski strani celic. Slika 14 prikazuje naraščanje 
množine nekaterih testiranih učinkovin na posameznih celičnih slojih v odvisnosti od časa 
s pripadajočo trendno črto za posamezni celični sloj. 
 
Slika 14: Prehajanje nekaterih testiranih učinkovin čez posamezne celične sloje RPMI 
2650 in Calu-3 s trendno črto 
V tabeli XII so prikazane Papp vrednosti ZU in rezultati statistične analize, ki smo jih 
testirali na celični liniji RPMI 2650, v tabeli XIII pa Papp vrednosti ZU testiranih na 
celični liniji Calu-3. Vsi rezultati statistične analize zaradi nepreglednosti v tabeli niso 
podani. Rezultati t-testa in ANOVE so podani s p vrednostjo. Vrednost 𝑝 < 0,05 nakazuje 
na statistično značilnost rezultata. 
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Tabela XII: Pregled ekperimentalno pridobljenih Papp testiranih učinkovin na celični liniji 
RPMI 2650 in vrednosti statistične analize. Pri T-testu in ANOVI je podana p vrednost. Z / 
so označeni vzorci, ki smo jih izključili iz izračuna, in prazna polja v tabeli. 
Zdravilo Zdravilna 
učinkovina 
Jakost 
(mg/mL)  
Redčenje Papp (x 10-6cm/s) Statistična analiza 
1.  
vzorec 
2.  
vzorec 
3.  
vzorec 
4.  
vzorec 
Povprečje STD t-test  
(p-vrednost) 
ANOVA  
(p-vrednost) 
Maresyl ksilometazolin HCl 1 / 8,01 7,49 7,79 6,65 7,5 6,0 0,17 / p < 0,001 
Maresyl ksilometazolin HCl 1 10 / 6,72 6,77 7,17 6,90 2,5 
Septanazal ksilometazolin HCl 1/50 / 5,94 7,18 6,11 5,17 6,1 8,3 0,30 / 
Septanazal ksilometazolin HCl 1/50 10 6,92 / 6,56 6,42 6,60 0,26 
Septanazal ksilometazolin HCl 0,5/50 / 5,26 7,05 6,16 5,20 5,9 8,7 0,20 
Septanazal ksilometazolin HCl 0,5/50 10 / 5,00 5,33 5,24 5,20 0,17 
Otrivin ksilometazolin HCl 0,5/0,6 / 4,71 4,65 / / 4,70 0,39 0,02 / 
Otrivin ksilometazolin HCl 0,5/0,6 10 3,93 3,38 2,96 3,56 3,5 4,0 
Septanazal dekspantenol 1/50 / 6,47 7,36 7,28 6,19 6,80 5,8 0,03 / 0,008 
Septanazal dekspantenol 1/50 10 8,77 / 9,60 7,63 8,70 9,9 
Septanazal dekspantenol 0,5/50 / 5,73 7,54 6,69 5,67 6,40 8,9 0,02 
Septanazal dekspantenol 0,5/50 10 / 1,13 1,09 8,58 8,40 8,5 
Operil  oksimetazolin HCL 0,25 / 6,19 5,60 5,34 4,60 5,43 6,55 0,25 / 0,25 
Operil  oksimetazolin HCL 0,25 10 5,64 / / 5,97 5,80 0,23 
Operil kapljice oksimetazolin HCL 0,5 / 5,55 5,16 4,49 4,58 4,9 5,0 0,56 
Operil kapljice  oksimetazolin HCL 0,5 10 5,281 4,80 5,66 4,85 5,10 0,2 
Operil pršilo  oksimetazolin HCL 0,5 / / / 5,98 4,93 5,50 7,4 0,65 
Operil pršilo oksimetazolin HCL 0,5 10 / 5,45 4,95 5,30 5,20 2,6 0,31 
Oksimetazolin 
raztopina 
oksimetazolin HCL 0,5 / 6,30 5,03 6,24 5,21 5,70 6,7 / 
Allergodil 
Akute 
azelastin HCl 1 10 11,0 12,3 13,5 15,9 13,1 2,2 0,95 / 
 
0,55 
Perrigo azelastin HCl 1,5 10 1,63 16,1 17,0 16,9 16,6 0,44 0,45 
Apotex Corp azelastin HCl 1,5 10 15,2 17,0 16,5 15,9 16,2 0,78 / 
Benil nafazolin nitrat 1  / / 0,603 0,604 0,604 0,60 0,042 0,003 / / 
Benil nafazolin nitrat 1  10 0,339 / 0,36 0,397 0,37 2,9 
Levokabastin 
raztopina 
levokabastin HCl 0,0103  / / 7,54 7,52 6,72 7,60 4,7 / / / 
Tafen  budezonid 1,28 / 0,377 0,302 0,322 0,299 0,32 0,36 0,002 / p < 0,001 
Tafen  budezonid 1,28 10 / 3,87 4,02 / 3,90 1,0 p < 0,001 
Budesonid 
raztopina 
budezonid 0,0015 / 15,3 14,5 / 15,1 15,0 3,9 / 
Nasacort TAA 0,55 / 0,432 0,358 0,39 0,41 0,40 0,32 p < 0,001 / p < 0,001 
Nasacort TAA 0,55 10 3,37 3,35 3,28 3,09 3,3 1,3 p < 0,001 
TAA 
raztopina 
TAA 0,02 / 14,4 15,5 15,0 12,2 14,0 1,5 / 
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Tabela XIII: Pregled eksperimentalno pridobljenih Papp testiranih učinkovin na celični liniji 
Calu-3 in rezultati statistične analize. Pri T-testu in ANOVI je podana p vrednost. Z / so 
označeni vzorci, ki smo jih izključili iz izračuna, in prazna polja v tabeli. 
Zdravilo Zdravilna 
učinkovina 
Jakost 
(mg/mL) 
Redčenje Papp (x 10-6cm/s) Statistična analiza 
1  
vzorec 
2 
 vzorec 
3 
 vzorec 
4 
 vzorec 
Povprečje STD t-test 
(p-vrednost) 
ANOVA 
(p-vrednost) 
Maresyl ksilometazolin HCl 1 / 2,82 2,37 2,39 2,45 2,51 0,21 0,009 / p < 0,001 
Maresyl ksilometazolin HCl 1 10 2,77 3,52 3,13 3,29 3,10 0,240 
Septanazal ksilometazolin HCl 1/50 / / 0,49 0,39 0,48 0,45 0,560 0,009 
Septanazal Ksilometazolin HCl 1/50 / 0,59 0,51 0,55 0,53 0,54 0,033 
Septanazal ksilometazolin HCl 1/50 10 2,72 1,54 2,02 2,76 2,30 0,590 
Septanazal ksilometazolin HCl 0,5/50 / 0,41 0,38 0,407 0,34 0,39 0,032 p < 0,001 
Septanazal ksilometazolin HCl 0,5/50 10 1,02 0,97 0,985 0,11 1,00 0,005 
Otrivin ksilometazolin HCl 0,5/0,6 / 1,22 1,34 1,48 1,35 1,30 0,110 0,32 
Otrivin ksilometazolin HCl 0,5/0,6 10 13,3 1,18 1,18 13,5 1,30 0,003 
Septanazal dekspantenol 1/50 / 0,14 0,19 0,19 0,18 0,17 0,018 / / p < 0,001 
Septanazal dekspantenol 1/50 / 0,21 0,17 0,19 0,20 0,19 0,013 
0,007 
Septanazal dekspantenol 1/50 10 0,23 0,20 0,25 0,21 0,22 0,020 
Septanazal dekspantenol 0,5/50 / 0,22 0,25 0,26 0,25 0,24 0,019 0,74 
Septanazal dekspantenol 0,5/50 10 / 0,23 0,28 0,24 0,25 0,003 
Operil kapljice oksimetazolin HCL 0,25 / 0,56 0,57 0,58 0,63 0,58 0,032 / 0,15 p < 0,001 
Operil kapljice oksimetazolin HCL 0,5 / 0,46 0,52 0,58 0,57 0,53 0,056 p < 0,001 
Operil kapljice  oksimetazolin HCL 0,5 10 0,08 0,05 0,052 0,08 0,07 0,019 p < 0,001 
Operil kapljice  oksimetazolin HCL 0,5 / 0,41 0,38 0,41 0,34 0,39 0,032 p < 0,001 
Operil pršilo  oksimetazolin HCL 0,5 10 / 0,17 0,20 0,21 0,19 0,022 p < 0,001 
Oksimetazolin 
raztopina 
oksimetazolin HCL 0,5 / 0,6 0,49 0,50 0,54 0,53 0,05 / 
Allergodil Akute azelastin HCl 1 10 15,7 10,2 15,5 9,64 11,8 2,73 0,17 / 0,08 
Perrigo azelastin HCl 1,5 10 9,79 10,1 10,1 13,2 10,8 1,59 0,29 
Apotex Corp azelastin HCl 1,5 10 10,2 12,1 11,4 11,4 11,4 0,838 / 
Benil nafazolin nitrat 1 / 0,24 0,26 0,25 0,28 0,26 0,014 p < 0,001 / / 
Benil nafazolin nitrat 1 10 0,12 0,11 0,14 0,14 0,13 0,001 
Budezonid 
raztopina 
budezonid 0,015 / 13,8 11,4 3,25 4,48 8,20 5,10 / 0,05 0,03 
Tafen budezonid 1,28 / / 0,30 0,32 0,32 
0,31 2,10 
0,005 
Tafen budezonid 1,28 10 / 1,48 1,24 1,44 1,4 0,10 / 
TAA raztopina TAA 0,02 / 9,12 9,53 9,12 10,2 9,5 0,50 / p < 0,001 p < 0,001 
Nasacort TAA 0,55 / 0,48 0,46 0,53 0,55 0,50 0,04 0,002 
Nasacort TAA 0,55 10 2,93 2,09 2,19 2,70 2,48 0,04 / 
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Eksperimentalno pridobljene Papp vrednosti posameznih ZU skozi vzpostavljen celični 
model RPMI 2560 in Calu-3 so prikazane na sliki 15. Večinoma smo za enake ZU in 
formulacije izračunali višje Papp vrednosti pri celični liniji RPMI 2650 kot pri Calu-3. 
Razlike so pričakovane, saj so celice RPMI 2650 nosnega izvora in zaradi fiziološke vloge 
tvorijo bolj prepusten epitelij. V študijah drugih avtorjev je bilo pokazano, da so vrednosti 
pri Calu-3 za posamezne učinkovine od dvakrat do desetkrat nižje [17, 23]. Višja 
permeabilnost celične linije RPMI 2650 bi lahko bila tudi posledica razlik v izražanju 
prenašalnih proteinov. V študijah drugih avtorjev je bilo ugotovljeno, da obstajajo razlike v 
spektru izražanja funkcionalnih prenašalnih proteinov med celičnima linijama [17, 23]. 
Primer je funkcionalni transporter P-gp, ki ima ključno vlogo pri vračanju ZU iz celice 
nazaj na apikalno stran [17]. Izražen je pri celični liniji Calu-3, ne pa tudi pri RPMI 2650 
[17, 23]. Ugotovljena je bila visoka korelacija modelov RPMI 2650 in Calu-3 z dobro 
diferenciranim 3D modelom nosnega epitelija MucilAitTM [17, 23]. To nakazuje na 
primernost uporabe obeh celičnih linij za napovedovanje permeabilnosti ZU čez nosni 
epitelij kljub manjšim razlikam v izražanju prenašalnih proteinov.  
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Slika 15: Prikaz permeabilnosti posameznih formulacij in standardnih raztopin učinkovin 
čez celični liniji RPMI 2650 in Calu-3 
Sposobnost prehajanja epitelija ZU je primarno določena z njenimi fizikalno-kemijskimi 
lastnostmi. Da bi učinkovina lahko prehajala skozi model nosnega epitelija, mora biti 
raztopljena. Zaradi majhnega volumna nanosa na nosno sluznico (25–200 µL/nosnico) je 
topnost glavni omejitveni dejavnik absorpcije ZU [31]. Dodatek topil in pospeševalcev 
absorpcije v formulaciji lahko vpliva na topnost in posledično izmerjeno permeabilnost ZU 
v naših poskusih. ZU v formulacijah najdemo v obliki soli (HCl, nitrat ipd.), ki poveča 
njihovo topnost. Pomembna je tudi velikost molekule. Ker naše preiskovane spojine 
spadajo med male molekule (< 1000 Da), velikost ne vpliva na izmerjene razlike v 
permeabilnosti. Pomemben vpliv ima lipofilnost molekule (logP), ki določa način 
prehajanja skozi membrano. Povezave med logP in Papp pri naših rezultatih nismo uspeli 
pokazati, zato predvidevamo, da na opažene razlike v permeabilnosti vplivajo drugi 
dejavniki. Na razlike vplivata tudi naboj molekule in stopnja ionizacije ZU pri pH 
vrednosti nosnega epitelija, ki se giblje okoli 7,4, in mukusa, ki doseže pH vrednosti med 
5,5 in 6,5. PH formulacije se zaradi potrebe po kompatibilnosti giblje okoli pH nosnega 
epitelija. Formulacija lahko z dodatkom različnih puferskih sistemov, sredstev za 
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uravnavanje pH in kelatorjev vpliva na permeabilnost ZU. V splošnem velja, da bolj 
ionizirane učinkovine slabše prehajajo. Lastnosti preiskovanih ZU, ki vplivajo na 
permeabilnost, so zbrane v tabeli XIV. 
Tabela XIV: Lastnosti preiskovanih zdravilnih učinkovin [45, 58] 
Učinkovina Molska masa (g/mol) LogP Topnost (mg/mL) 
ksilometazolin HCl 280,840 4,68 dobro topna 
dekspantenol 205,251 1,00 dobro topna 
oksimetazolin HCl  296,830 3,70 dobro topna 
levokabastin HCl 456,990 4,56 slabo topna 
nafazolin nitrat 273,292 3,44 slabo topna 
budezonid 430,534 2,73 slabo topna 
triamcinolon acetonid  434,504 2,31 slabo topna 
azelastin HCl 418,359 3,81 dobro topna 
 
Pri poskusih in vitro permeabilnosti imajo pomemben vpliv tudi viskoznost in gostota 
formulacije, osmolarnost, toksičnost za nosno sluznico in druge pomožne snovi, kot so 
pospeševalci absorpcije [30, 31]. Pogosto uporabljane pomožne snovi nosnih formulacij in 
njihova funkcija so prikazani v tabeli I, sestava preiskovanih formulacij, ki smo jih 
uporabili pri eksperimentalnem delu, pa je prikazana v tabeli XV. 
Tabela XV: Sestava testiranih nosnih formulacij,*vse formulacije Operila in Septanazala 
Zdravilo Zdravilna učinkovina Pomožne snovi 
Allergodil Akute azelastin HCl benzalkonijev klorid  
hipromeloza   
citronska kislina, brezvodna  
dinatrijev edetat  
natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 
prečiščena voda 
natrijev klorid 
Apotex Corp azelastin HCl benzaklonijev klorid 
hipromeloza 
citronska kislina monohidrat 
dinatrijev edetat  
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natrijev dihidrogenfosfat  
prečiščena voda 
natrijev klorid 
Benil nafazolin nitrat borova kislina 
natrijev tetraborat  
tiomersal  
glicerol  
voda 
Livostin levokabastin HCl propilen glikol 
polisorbat 80 
natrijev fosfat, dvobazični  
natrijev fosfat, monobazični 
hipromeloza 
voda 
Maresyl ksilometazolin HCl prečiščena morska voda 
kalijev dihidrogenfosfat  
voda 
Nasacort®AQ triamcinolon acetonid disperzilna celuloza  
polisorbat 80 
očiščena voda 
brezvodna glukoza 
benzalkonijev klorid 
dinatrijev edetat 
klorovodikova kislina ali natrijev hidroksid 
Operil* oksimetazolin HCl benzalkonijev klorid 
natrijev hidroksid  
natrijev dihidrogenfosfat dihidrat 
natrijev hidrogenfosfat dihidrat 
voda 
Otrivin ksilometazolin HCl 
+ ipratropijev bromid 
dinatrijev edetat  
glicerol  
klorovodikova kislina  
natrijev hidroksid  
prečiščena voda 
Perrigo azelastin HCl sorbitol  
sukraloza  
hipromeloza  
natrijev citrat  
dinatrijev edetat  
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benzaklonijev klorid  
voda 
Septanazal* ksilometazolin HCl 
+ dekspantenol 
kalijev dihidrogenfosfat  
natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 
voda 
Tafen budesonide disperzibilna celuloza 
polisorbat 80  
kalijev sorbat E 202 
brezvodna glukoza  
dinatrijev edetat  
klorovodikova kislina 
askorbinska kislina E 300  
prečiščena voda 
 
Cilj naloge je bil ovrednotiti, ali sestava formulacije vpliva na permeabilnost vsebovane 
ZU. Za to smo uporabili več različnih pristopov. Primerjali smo permeabilnost same 
formulacije s pripravljeno standardno raztopino učinkovine, ki jo ta formulacija vsebuje. 
Tako smo pokazali neposreden vpliv formulacije, če ta obstaja. Primernih rezultatov za 
permeabilnost vseh standardnih raztopin nismo uspeli pridobiti, vendar bodo vplivi 
formulacije prikazani z drugimi primerjavami. Primerjali smo tudi neredčene in 10-krat 
redčene formulacije, ki ponazarjajo pogoje in vivo, v katerih prihaja glede na podatke iz 
literature do 10-kratnega redčenja formulacije z mukusom v nosu [59]. Vpliv redčenja 
formulacije z mukusom na izmerjeno permeabilnost bi morali dodatno ovrednotiti s 
poskusom, pri katerem bi formulacije redčili z mukusom. V primerih, ko smo imeli na 
voljo več različnih zdravil z enako ZU, smo primerjali permeabilnost med različnimi 
formulacijami. Ponekod zdravilo vsebuje tudi dve različni ZU. Ovrednotili smo, ali obstaja 
razlika med permeabilnostjo, če zdravilo vsebuje samo eno ZU in če je v formulaciji 
kombinacija dveh ZU. V nadaljevanju bodo po sklopih predstavljeni rezultati za 
formulacije in pripadajoče standardne raztopine, ki vsebujejo enako ZU. 
 Ker nimamo na voljo podatka o permeabilnosti raztopine ksilometazolin HCl, smo 
med seboj primerjali rezultate treh različnih pršil za nos, ki vsebujejo ZU ksilometazolin 
HCl. Ti so pokazali možen vpliv formulacije na permeabilnost ksilometazolina. Primerjali 
smo tudi permeabilnost ksilometazolin HCl v različnih jakostih Septanazala. Razlike v Papp 
vrednostih različnih jakosti nismo opazili. To potrjuje, da je permeabilnost ZU neodvisna 
od koncentracije donorske raztopine. Izračun permeabilnostnega koeficienta velja 
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izključno za raztopljeno učinkovino v donorski raztopini in je od koncentracije v 
formulaciji praviloma neodvisen. Zaznali smo tudi razlike med izmerjenimi Papp 
vrednostmi redčenih in neredčenih formulacij. Razliko smo opazili med neredčeno in 
redčeno formulacijo Otrivina, pri katerem je neredčena formulacija dosegla višjo Papp 
vrednost. Pri celični liniji Calu-3 smo opazili višjo permeabilnost redčenih formulacij 
Maresyla in Septanazala. Otrivin in Septanazal sta kombinaciji dveh ZU. Razlika je lahko 
posledica različne sestave formulacij, ki je prikazana v tabeli XV, ali prisotnosti druge ZU, 
ki bi lahko vplivala na permeabilnost ksilometazolina. Vpliv koformuliranih ZU bi morali 
dokazati z dodatnimi poskusi. V formulaciji Otrivina sta dodana topilo glicerol in kelator 
dinatrijev EDTA, ki bi lahko vplivala na delež raztopljene proste ZU in tesnost tesnih 
stikov med celicami. Samo prosto raztopljena ZU lahko namreč prehaja celični sloj. 
Dokazano je bilo, da dodatek glicerola poviša permeabilnost celičnega sloja Calu-3 [60]. 
Za dodatek dinatrijevega EDTA je v literaturi možno najti kontradiktorne trditve – ta naj bi 
znižal [61] ali zvišal [62] Papp vrednosti. Na permeabilnost bi lahko vplivala tudi drugačen 
pH formulacije in delež ionizirane ZU, saj so formulacijam dodani različni pufrski sistemi. 
Opaženo višjo permeabilnost ksilometazolin HCl v redčenih formulacijah pri celični liniji 
Calu-3 bi lahko pojasnili tudi z različno izraženostjo prenašalnih proteinov. V literaturi 
nismo našli podatka, ali je ksilometazolin substrat za katerega od prenašalnih proteinov. 
Ker so transporterji nasitljivi, lahko pride do zasičenja pri višjih koncentracijah. Ko 
formulacijo redčimo, prenašalec ni zasičen, zato lahko zaznamo spremembo v Papp 
vrednosti. Če bi izmerili 2-krat višji Papp v smeri A-B kot v smeri B-A, bi to pomenilo, da 
je učinkovina substrat za prenašalni protein, ki povečuje privzem učinkovine v absorptivni 
smeri. To bi bilo treba raziskati s poskusom, ki bi meril prehajanje ZU v A-B in B-A smeri. 
 Permeabilnost dekspantenola v raztopini, ki je del formulacije Septanazala, je 
pokazala podobne rezultate kot permeabilnost ksilometazolin HCl. Višji Papp dekspantenola 
smo izmerili v redčeni kot neredčeni formulaciji. Ker smo ob redčenju Septanazala izmerili 
višjo permeabilnost obeh ZU, lahko sklepamo, da gre za morebitni medsebojni vpliv ZU 
na permeabilnost. Na permeabilnost bi lahko vplivalo tudi redčenje formulacije in 
vsebovanega pufrskega sistema (sestavljata ga kalijev dihidrogenfosfat in natrijev 
hidrogenfosfat dodekahidrat), ki bi lahko vplivalo na pH formulacije in delež ionizirane in 
raztopljene ZU. Prav tako ne moremo izločiti možnosti, da je dekspantenol substrat za 
prenašalni protein, ki deluje v absorptivni smeri. Dejanski vpliv bi bilo treba dodatno 
raziskati. 
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 Raztopino oksimetazolin HCl najdemo v zdravilu Operil. Testirali smo pršilo in 
kapljice za nos in pripravljeno raztopino oksimetazolin HCl. Razlike med pršilom in 
kapljicami nismo zaznali. Ker imata pršilo in kapljice enako sestavo, lahko zaključimo, da 
različen dozirni sistem ne vpliva na permeabilnost in vitro ob enaki sestavi formulacije. 
Zaznati ni bilo razlik med različnimi jakostmi kapljic, kar ponovno potrjuje, da aplicirana 
koncentracija ne vpliva na vrednost Papp. Vrednosti neredčenih formulacij sovpadajo tudi s 
pripravljeno raztopino oksimetazolin HCl, kar izključi vpliv formulacije na permeabilnost 
pri Operilu. Opazili smo, da je Papp vrednost 10-krat redčenega Operila enake jakosti nižja 
v primerjavi z neredčeno formulacijo pri celični liniji Calu-3. Obstaja možnost, da je 
spojina substrat prenašalnega proteina v eliminatorni smeri pri celični liniji Calu-3, kar bi 
lahko privedlo do opaženih razlik v permeabilnosti redčene in neredčene formulacije. Ob 
redčenju ne bi prišlo do zasičenja prenašalnega proteina, ki bi iz bazolateralne na donorsko 
stran vrnil več ZU. To bi bilo treba potrditi z dodatnimi poskusi. V kolikor bi pri poskusu 
dobili vsaj 2-krat višji Papp v smeri B-A kot v smeri A-B, bi pomenilo, da je učinkovina 
substrat za prenašalni protein, ki prenaša ZU v eliminatorni smeri.  
 Raztopino nafazolin nitrata vsebujejo kapljice Benil. Pri obeh celičnih modelih je 
bila opažena nižja permeabilnost redčene formulacije, kar je lahko posledica manjše 
celokupne koncentracije nafazolin nitrata ali pomožnih snovi formulacije, ki so navedene v 
tabeli XV. Pride do redčenja topila (glicerola) in sredstev za uravnavanje pH (borove 
kisline in natrijevega tetraborata), kar lahko privede do manjše topnosti in spremenjenega 
deleža ionizirane oblike učinkovine in posledično do nižje permeabilnosti nafazolin nitrata. 
 Tafen je suspenzija budezonida. Dokazane so bile večje razlike v permeabilnosti 
med pripravljeno raztopino budezonida, redčeno in neredčeno formulacijo Tafena, kar kaže 
na vpliv formulacije na permeabilnost budezonida. Najvišjo permeabilnost smo izračunali 
pri pripravljeni raztopini, sledila je redčena formulacija, najmanjša permeabilnost pa je bila 
izmerjena pri izvorni formulaciji v obliki suspenzije (10-krat nižje vrednosti med 
posameznimi formulacijami in pripravljeno raztopino). Permeabilnost budezonida v 
suspenziji je bistveno nižja kot v raztopini. Za izračun permeabilnosti smo vzeli nominalno 
koncentracijo budezonida v donorski raztopini, ki pa je bila samo v enem primeru 
raztopina (ostale so bile suspenzije). Če bi lahko določili delež raztopljene učinkovine v 
formulaciji, bi verjetno dobili enake Papp vrednosti (če gre za pasivno prehajanje ZU). 
Dejstvo je, da lahko celični sloj prehaja samo raztopljeni delež učinkovine. Formulacija je 
gosta in viskozna, kar lahko še dodatno negativno vpliva na sposobnost prehajanja 
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raztopljenega budezonida v suspenziji. Po drugi strani pa povečana viskoznost in dodatek 
surfaktanta omogočata daljše zadrževanje formulacije na nosni sluznici in vivo, ki je 
omejeno s hitrostjo mukociliarnega očistka. Daljše zadrževanje na nosni sluznici je nujno 
potrebno za doseg fiziološkega učinka in vivo. Povečana viskoznost in podaljšano 
zadrževanje na mestu delovanja in manjša absorpcija sta pri kortikosteroidnih ZU zaželena, 
saj tako dosežemo lokalno delovanje, hkrati pa se izognemo neželenim sistemskim 
stranskim učinkom. 
 Podobne rezultate smo dobili tudi pri suspenziji Nasacort, ki vsebuje 
kortiksteroidno ZU triamcinolon acetonid (TAA). Najvišja permeabilnost je bila opažena 
pri pripravljeni raztopini TAA, sledila ji je 10-krat redčena formulacija, najnižjo 
permeabilnost pa smo izmerili pri neredčeni formulaciji. Razlika med Papp vrednostmi je 
bila skoraj 10-kratna. Ker gre za kortikosteroidno ZU, lahko naredimo podoben sklep kot 
pri budezonidu.   
 Med izvedbo testa je prišlo do očitne poškodbe celičnega sloja, na katerega smo 
nanesli pršila z vsebnostjo azelastin HCl. S prostim očesom je bilo možno opaziti predele z 
manjkajočimi in odlepljenimi celicami. Celični sloj je bil zelo prizadet pri nanosu vseh 
neredčenih formulacij, medtem ko je bil ob koncu poskusa pri 10-krat redčenih 
formulacijah poškodovan v manjšem obsegu. Rezultati in izračunan Papp niso zanesljivi 
zaradi očitne prizadetosti integritete celičnega sloja. Možni vzroki za opažen pojav so 
opisani v poglavju o citotoksičnosti. Izračuna Papp za neredčene formulacije nismo izvedli, 
izračunali pa smo ga za redčene formulacije. Razlik v permeabilnosti med različnimi 
formulacijami pršil, ki vsebujejo azelastin HCl, nismo dokazali. Sestave formulacij so 
podobne in razvidne v tabeli XV. V formulaciji Perriga sta dodana tudi sorbitol in 
sukraloza, ki ju v formulacijah Apothex Corpa in Allergodil Akute ne najdemo. Glede na 
rezultate lahko sklenemo, da ne vplivata na permeabilnost azelastin hidroklorida.  
 Povzamemo lahko, da različna jakost formulacije z enako sestavo ne vpliva na 
permeabilnost ZU. Pri formulacijah, ki vsebujejo dve zdravilni učinkovini, smo pokazali 
spremembo v permeabilnosti posamezne ZU. Papp vrednosti so bile nižje v kombinacijah 
kot pri samostojnih ZU. To je lahko posledica vpliva koformulirane ZU (enak substrat za 
transporterje, vpliv na topnost) ali različne sestave formulacij. Za potrditev bi bilo treba 
izvesti dodatne študije vpliva posameznih komponent formulacije na permeabilnost ZU. 
Pripravljene raztopine ZU so prehajale z enako jakostjo kot neredčene formulacije zdravil 
z enako ZU. Opazili smo razliko med celičnima modeloma RPMI 2650 in Calu-3 pri 
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prehajanju 10-krat redčenih raztopin oksimetazolina. To je lahko posledica različnega 
izražanja funkcionalnih transportnih proteinov. Razlike med kapljicami in pršilom enakega 
zdravila ni bilo zaznati. Rezultati so pričakovani, saj imajo kapljice in pršilo enako sestavo. 
Razlika med formulacijama se pokaže pri dejanski in vivo uporabi. Doseganje želenega 
učinka je odvisno od pravilne tehnike nanosa z dozirnima sistemoma. Za aplikacijo kapljic 
je potreben neprijeten položaj glave, vsebina lahko zdrsne do grla in povzroči neprijeten 
okus. Pršilo se lažje uporablja in bolje razprši vsebino po celotni nosni votlini, vendar je 
aplikacija omejena na anteriorni del nosne votline. Kapljice lahko apliciramo globje v nos, 
hkrati pa dostavimo večjo količino ZU na nosno sluznico. Obe obliki imata nizko biološko 
uporabnost – v raziskavi so pokazali, da je biološka uporabnost kapljic nižja [63]. Kapljice 
se iz nosa odstranijo hitreje kot pršilo [64, 65], vendar so lahko primernejše za zdravljenje 
nekaterih nosnih obolenj. Primer je zdravljenje nosnih polipov: kapljice dostavijo večjo 
količino ZU na sinusno sluznico, kjer se ti pojavljajo [66]. 
  Očitne razlike smo opazili pri suspenzijah. Pri 10-krat redčenih suspenzijah 
smo dobili navidezno višje vrednosti za permeabilnost ZU. Še višje Papp vrednosti so 
pokazale pripravljene raztopine enakih ZU. To kaže na vpliv formulacije na in vitro 
permeabilnost ZU v suspenziji, ki je posledica večje topnosti in deleža proste ZU kot v 
raztopini, manjše viskoznosti raztopine v primerjavi s suspenzijo. Visoka viskoznost je 
zaželena, saj ima mukoadhezivni učinek. To omogoča daljše zadrževanje ZU na mestu 
delovanja, tj. nosni sluznici, ki je omejeno s hitrostjo mukociliarnega očistka in vivo 
(približno 20 minut). Rezultat nakazuje, kakšen delež ZU lahko prehaja celični sloj. Če bi 
želeli doseči hitro absorpcijo TAA ali budezonida, bi morali ZU aplicirati v obliki raztopin 
z nižjo koncentracijo, vendar to za lokalno delovanje, pri katerem želimo čim manjši pojav 
stranskih učinkov, ni zaželeno. Zato se za lokalno zdravljenje uporabljajo formulacije v 
obliki suspenzij. V klinični študiji so dokazali, da administracija TAA v obliki suspenzije v 
zdravilu Nasacort® AQ in vivo ne privede do pojava supresije kortizola, ki je pogost 
neželen stranski učinek delovanja kortikosteroidov [67]. Zaključimo lahko, da je 
suspenzija primerna za lokalno zdravljenje s kortikosteroidnimi učinkovinami, saj se tako 
doseže maksimalen učinek, hkrati pa minimizira pojav sistemskih stranskih učinkov. 
4.5 Razvrstitev testiranih učinkovin v pBCS 
Ker je razvoj zdravil za intranazalno administracijo v porastu, se pojavljajo različne 
iniciative, ki vzpodbujajo razvoj orodja za napovedovanje in vivo absorpcije čez 
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respiratorni epitelij. Za številno lokalno delujoče ZU, namenjene nosni aplikaciji, podatki o 
permeabilnosti še niso na voljo. Posledično jih ne moremo uvrstiti v posamezne 
klasifikacijske skupine. »Zlati standard« napovedovanja in vivo absorpcije ostaja BCS 
klasifikacijski sistem, ki je primarno namenjen peroralnim dozirnim oblikam [41]. V 
študiji drugih avtorjev je bilo ugotovljeno, da lahko kljub razlikam med GIT in 
respiratornim epitelijem večino ZU, namenjenih aplikaciji preko nosne in dihalne poti, 
uvrstimo v isti BCS razred, ki je primarno namenjen klasifikaciji ZU s peroralno 
administracijo [41]. V literaturi je bila opažena navedba nižjih permeabilnosti nekaterih 
učinkovin, kar nakazuje, da bi bilo treba dodatno okarakterizirati posamezne ZU. Tako bi 
bilo mogoče uvesti pBCS klasifikacijski sistem, ki bi pomagal predvideti obseg in vivo 
absorpcije pri človeku in posledično želene ali neželene stranske učinke zdravil. 
 Pri razvoju respiratornega BCS klasifikacijskega sistema pBCS (ang. pulmonary 
BCS) ali iBCS (ang. inhalation BCS), moramo upoštevati več dejavnikov. Nujno je dobro 
razumevanje fiziologije respiratornega trakta in njegovega vpliva na absorpcijo. Treba je 
upoštevati fizikalno-kemijske lastnosti ZU, vzpostaviti sistem vrednotenja in postaviti meje 
med posameznimi skupinami. Za vrednotenje ZU se v klasičnem BCS sistemu uporablja 
dozno število D0 (ang. Dose number), disolucijsko število Dn (ang. Dissolution number) in 
absorpcijsko število An (ang. Absorption number). Za klasifikacijo ZU v pBCS se predlaga 
uvedba podobnih parametrov vrednotenja: doza in depozicija ZU, obseg raztapljanja in 
topnost, permeabilnost, eliminacija (mukociliarni očistek), metabolizem ZU v pljučih in 
fizikalno-kemične lastnosti ZU (velikost, molekulska masa, naboj idr.) [42, 68]. Za 
pravilno klasifikacijo posameznih ZU je treba vzpostaviti, validirati in potrditi primerno in 
vitro metodo, ki bo služila za napovedovanje permeabilnosti ZU. Primernost celične linije 
RPMI 2650 kot modela nosnega epitelija [17] in celične linije Calu-3 kot modela dihalnega 
in nosnega epitelija [23] za napovedovanje permeabilnosti ZU je bila pokazana. Raziskave 
so bile izvedene v skladu z novimi smernicami FDA in osnutkom ICH o določanju 
primernosti in vitro metod za klasifikacijo ZU glede na njihovo permeabilnost [40, 68].  
 Glede na eksperimentalno pridobljene podatke o permeabilnosti lahko predlagamo 
uvrstitev testiranih ZU v določene skupine. Za razvrstitev je treba imeti podatke o 
vrednosti permeabilnosti za modele spojin, ki so dobro ali slabo permeabilni pri posamezni 
celični liniji. Vrednosti dobro, srednje in slabo permeabilnih spojin za celični liniji RPMI 
2650 in Calu-3 so prikazane v tabeli XVI. Kljub temu da noben izmed modelov ne ločuje 
med srednje in slabo permeabilnimi skupinami, pa dobro ločujeta med dobro na eni strani 
64 
 
ter srednje in slabo permeabilnimi učinkovinami na drugi strani, kar je osnova za 
klasifikacijo spojin. Podobno lahko opazimo tudi pri celični liniji Caco-2, ki služi kot 
model črevesnega epitelija [69], kar še dodatno potrjuje ustreznost naših modelov. Kot 
mejnik za ločevanje med dobro in slabo permeabilnimi ZU je predlagan metropolol, ki se v 
praksi uporablja kot standard dobre permeabilnosti. Leži na meji med dobro in slabo 
permeabilnimi učinkovinami, zato lahko njegova Paap A-B vrednost služi kot meja za 
kategorizacijo ZU. Vrednost metropolola za oba modela je navedena v tabeli XVI. 
 
Tabela XVI: Mejne Papp vrednosti dobro, srednje in slabo permeabilnih spojin in 
metropolola kot mejne učinkovine med dobro in slabo permeabilnimi spojinami [17, 23] 
Permeabilnost Spodnja vrednost (× 10-6 cm/s) Zgornja vrednost (× 10-6 cm/s) 
RPMI 2650 
dobra 12,4 20,1 
srednja  4,1 7,2 
slaba 2,1 8,5 
metropolol 12,8 
Calu-3 
dobra 10,2 16,9 
srednja  0,15 0,62 
slaba 0,06 0,72 
metropolol 10,2 
 
Papp vrednosti preiskovanih spojin in predlagana permeabilnost ZU so prikazani v tabeli 
XVII. Navedli smo Papp vrednosti pripravljenih standardnih raztopin ZU (pri 
kortikokosteroidih in oksimetazolinu). Kadar nismo testirali standardnih raztopin ZU, smo 
uporabili povprečja vrednosti formulacij v oblikah raztopin, ki vsebujejo eno ZU (Maresyl 
pri ksilometazolinu). Večina učinkovin se uvršča med slabo permeabilne učinkovine. Ker 
smo testirali zdravila z lokalnim delovanjem, kjer obsežna in hitra absorpcija ni niti 
potrebna niti zaželena, so rezultati pričakovani. Najvišjo permeabilnost sta dosegla TAA in 
Budesonid. Visoko permeabilnost ima tudi azelastin, vendar bi bilo priporočljivo poskusa 
ponoviti zaradi prizadetosti integritete celičnega sloja. Budezonid je po klasični BCS 
klasifikaciji okarakteriziran kot slabo topna in dobro permeabilna spojina [40]. Budezonid 
tudi v celičnem modelu RPMI 2650 sodi med dobro permeabilne in slabo topne spojine in 
ga lahko uvrstimo v isti pBCS in BCS razred. Pri modelu Calu-3 pa se budezonid 
približuje meji dobro permeabilnih spojin, vendar ostaja tik pod njo in ga zato ne moremo 
uvrstiti v isti pBCS in BCS razred. Podobno velja za TAA, ki po klasični BCS klasifikaciji 
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spada v 4. razred (slabo topen in slabo permeabilen) [49]. Rezultati za TAA, pridobljeni pri 
celični liniji Calu-3, so skladni (TAA bi lahko uvrstili v 4. pBCS razred), za model RPMI 
2650 pa nasprotujoči (TAA se izkaže za dobro permeabilno spojino in bi ga lahko uvrstili 
v 2. pBCS razred). V literaturi so na voljo podatki o nafazolinu, ki ga uvrščajo v 2. BCS 
razred (slabo topne in dobro permeabilne spojine). Glede na naše podatke lahko nafazolin 
nitrat v obliki soli okarakteriziramo kot slabo permeabilno in dobro topno spojino in ga 
uvrstimo v 4. pBCS razred. Papp vrednosti nafazolin nitrata so najnižje izmed določenih. 
Razliko med dobljenimi podatki in razvrstitvijo v klasičen BCS sistem lahko razložimo z 
razliko v zgradbi in fiziologiji med nosno in GIT sluznico. Kljub temu da je nosni epitelij 
zelo prepusten, je sluznica prebavnega trakta primarno namenjena privzemanju hranil, kar 
se kaže v drugačni prepustnosti in prisotnosti prenašalnih proteinov. Vse to bi lahko 
privedlo do višje vrednosti navideznega permeabilnostnega koeficienta nafazolin nitrata 
skozi GIT epitelij. Preostale spojine, za katere klasična BCS razvrstitev ni na voljo, bi 
lahko okarakterizirali kot srednje ali slabo permeabilne. Sodile bi lahko v 3. ali 4. razred 
pBCS klasifikacije. Podatke o topnosti učinkovin, ki so pridobljeni iz literature, bi bilo 
treba potrditi z ustreznimi testi raztapljanja. 
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Tabela XVII: Predlagana permeabilnost in pBCS klasifikacija preiskovanih zdravilnih 
učinkovin za celično linijo RPMI 2650 in Calu-3. *topnost iz literature [45, 58]. 
Učinkovina Papp (cm/s) Predlagana permeabilnost 
 
Topnost* 
Predlagan pBCS 
razred 
RPMI 2650 
ksilometazolin HCl 5,79 x 10–6 slabo permeabilna dobro topna 3 
dekspantenol 7,57 x 10–6 slabo permeabilna dobro topna 3 
oksimetazolin HCL 5,42 x 10–6 slabo permeabilna dobro topna 3 
nafazolin nitrat 5,00 x 10–7 slabo permeabilna dobro topna 3 
levokabastin HCl 7,60 x 10–6 slabo permeabilna slabo topna 4 
budezonid 1,50 x 10–5 dobro permeabilna slabo topna 2 
triamcinolon acetonid 1,43 x 10–5 dobro permeabilna slabo topna 2 
azelastin HCl 1,53 x 10–5 dobro permeabilna dobro topna 1 
Calu-3 
ksilometazolin HCl 2,81 x 10–6 slabo permeabilna dobro topna 3 
dekspantenol 2,23 x 10–7 slabo permeabilna dobro topna 3 
oksimetazolin HCL 5,33 x 10–7 slabo permeabilna dobro topna 3 
nafazolin nitrat 1,95 x 10–7 slabo permeabilna dobro topna 3 
budezonid 8,20 x 10–6 dobro ali slabo permeabilna slabo topna 2/4 
triamcinolon acetonid 9,49 x 10–6 dobro ali slabo permeabilna slabo topna 2/4 
azelastin HCl 1,13 x 10–5 dobro permeabilna dobro topna 1 
 
Predlagana razvrstitev posameznih ZU je okvirna in ne vključuje vseh ostalih parametrov, 
ki so predlagani za pravilno klasifikacijo. Kljub temu nam pridobljeni podatki o 
permeabilnosti ZU dajejo okvirno sliko o možni uvrstitvi testiranih ZU.  
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SKLEP 
Na celičnih modelih respiratornega epitelija RPMI 2650 in Calu-3 smo preučili vpliv 
formulacije na permeabilnost učinkovin, ki so namenjene lokalnemu zdravljenju nosne 
sluznice. V tritedenskem optimiziranem procesu kultivacije smo pridobili ustrezno gojene 
celične kulture brez kontaminacije z mikoplazmami. Vpeljani ukrepi za preprečitev 
kontaminacije so se izkazali za uspešne. Pridobili smo celične sloje z ustrezno celično 
integriteto, ki smo jo potrdili z meritvijo TEER in oceno permeabilnosti LY. Ustrezne 
celične sloje smo uporabili v poskusih permeabilnosti. 
 Ovrednotili smo potencialno toksičnost učinkovin in formulacij s testom LDH. 
Nobena izmed nosnih formulacij ni pokazala toksičnega učinka na uporabljena modela 
respiratornega epitelija. S tem smo dodatno potrdili ustreznost naših rezultatov. 
 Izmerili smo permeabilnost preiskovanih učinkovin čez vzpostavljena celična 
modela v A-B smeri in jo izrazili z navideznim koeficientom permeabilnosti ali Papp. Papp 
vrednosti enakih spojin so bile pri celičnem modelu RPMI 2650 višje od celičnega modela 
Calu-3, kar se sklada s podatki iz literature. Pokazali smo, da različna jakost sicer enake 
formulacije raztopin ne vpliva na permeabilnost. Razlike v permeabilnosti med kapljicami 
in pršilom enakega zdravila z enako sestavo ni bilo zaznati. Prav tako je bila permeabilnost 
pripravljenih standardnih raztopin v večini primerov primerljiva s permeabilnostjo 
formulacij v obliki raztopin. Opazili smo nižjo permeabilnost učinkovine, kadar je bila ta v 
koformulaciji z drugo ZU. To nakazuje na možen vpliv prisotnosti drugih učinkovin ali 
različne sestave formulacij. Primerjava rezultatov 10-krat redčenih in neredčenih 
formulacij raztopin je pokazala različne rezultate. Enaka Papp vrednost je pokazala, da ni 
prišlo do spremembe permeabilnosti. Nižja Papp vrednost je nakazala na vpliv redčenja 
formulacije, pri katerem zmanjšamo vsebnost učinkovine in pomožnih snovi v formulaciji. 
Dvig ali padec Papp bi lahko nakazoval tudi na prisotnost funkcionalnih eliminatornih ali 
absorptivnih prenašalnih proteinov. Pri suspenzijah kortikosteroidnih učinkovin smo 
opazili velik porast Papp z redčenjem formulacij, najvišji Papp pa smo izmerili pri 
pripravljenih standardnih raztopinah teh učinkovin. Sklenemo lahko, da lahko formulacija 
pomembno vpliva na permeabilnost ZU pri in vitro celičnih modelih nosnega in pljučnega 
epitelija. 
 Za obe celični liniji smo učinkovine okarakterizirali kot dobro ali slabo 
permeabilne in predlagali njihovo uvrstitev v pBCS razred glede na izmerjeno 
permeabilnost. Kot dobro permeabilna in dobro topna se je izkazala ZU azelastin HCl, ki 
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bi ga lahko uvrstili v 1. razred. Njegovo permeabilnost bi morali ponovno določiti zaradi 
opaznega vpliva formulacije na integriteto celičnega sloja. Kot dobro permeabilni spojini 
sta se pri celični liniji RPMI 2650 izkazala budezonid in TAA, pri Calu-3 pa sta bili »v sivi 
coni« med dobro in slabo permeabilnimi učinkovinami. Zaradi slabe topnosti bi ju lahko 
uvrstili v 2. ali 4. razred. Preostale učinkovine so se izkazale kot slabo permeabilne pri 
obeh celičnih modelih. Učinkovine ksilometazolin HCl, dekspantenol, oksimetazolin HCL 
in nafazolin nitrat so slabo permeabilne, zato bi jih lahko uvrstili v 3. razred. Levokabastin 
HCl bi lahko zaradi slabe permeabilnosti in slabe topnosti uvrstili v 4. razred.  
 Naši rezultati dajejo vpogled v permeabilnost preiskovanih ZU čez celični model 
dihalnega epitelija, ki do sedaj še ni bila na voljo. Ovrednotijo vpliv formulacije in 
predstavljajo osnovo, ki bo v prihodnosti služila za napovedovanje obsega absorpcije in 
biološko uporabnost ZU za respiratorno uporabo. Zavedati se je treba, da kljub uporabi 
celičnih linij v raziskavah te popolnoma ne rekonstruirajo pogojev in vivo. Opazne so 
razlike v morfologiji, biokemijskih karakteristikah in celičnem odgovoru, zato bi bilo treba 
vpliv formulacije na permeabilnost in biološko uporabnost posameznih zdravilnih 
učinkovin potrditi tudi in vivo. Kljub temu celični modeli dihalnega epitelija predstavljajo 
pomembno metodo za napovedovanje permeabilnosti in toksičnosti pri iskanju 
potencialnih kandidatov novih zdravilnih učinkovin. Vpeljane teoretične osnove, 
metodologija, pridobljeni rezultati in predlagana pBCS klasifikacija učinkovin 
predstavljajo temelje, ki bodo v prihodnosti pomemben del razvoja nosnih formulacij.   
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